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lijst van afkortingen, die gebruikt zijn in dit proefschrift 
sRNA 'soluble' ribonucleïnezuur 
rRNA ribosomaal ribonucleïnezuur 
DNA desoxyribonucleïnezuur 
d ATP desoxyadenosine-5 '-trifosfaat 
dGTP desoxyguanosine-5 '-trifosfaat 
dCTP desoxycy tidine-5 '-trifosfaat 
dTTP desoxy thymidine-S '-trifosfaat 
ATP adenosine-5'-trifosfaat 
DNase desoxyribonuclease 
RNase ribonuclease 
Tris tris(hydroxymethyl)-aminomethaan 
DEAE diëthylaminoëthyl 
EDTA ethyleendiaminetetraäcetaat 
pCMB parachloromercuribenzoëzuur 
PCA perchloorzuur 
E.coli Escherichia coli 
a.l. na aanvang van de lichtperiode 
(after beginning of the light period) 
SN 100 supernatantfractie, die verkregen wordt door centrifugeren van 
homogenaten gedurende 1 uur bij 100.000 g 
(supernatant fraction prepared by centrifugation of homogenates for 
1 hour at 100,000 g) 
Sm-fase ontwikkelingsfase, waarin afwisselend enige DNA-replicaties en 
mitosen plaatsvinden 
(developmental phase in which several DNA replications and mitoses 
alternate with each other) 
E.C. Report of the Commission on Enzymes of the International Union of 
Biochemistry, 1961 
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HOOFDSTUK I 
ALGEMENE INLEIDING 
Vóór iedere celdeling moet DNA , waarvan men aanneemt dat het genetische 
informatie bevat (Beadle, 1957), ten behoeve van de dochtercellen gecopieerd 
worden. Bij vele celtypen vindt de DNA-synthese gedurende een vrij korte periode 
van de ontwikkelingscyclus plaats (Howard en Pele, 1951; Iwamura, 1955; 
Defendi en Manson, 1963). In dit discontinu verlopend proces kunnen verschil-
lende fasen onderscheiden worden. Op de eerste plaats zal de synthese geïnitieerd 
moeten worden; vervolgens wordt DNA met een bepaalde snelheid gerepliceerd; 
bovendien moet de replicatie ophouden, wanneer het gehele DNA nauwkeurig 
verdubbeld is. De cel zal regulatiemechanismen moeten bezitten om de DNA-
synthese onder deze voorwaarden te laten verlopen. 
Op drie niveaus van het celmetabolisme zou regulatie verwezenlijkt kunnen 
worden: 
a. Concentratie van desoxyribonucleotiden in de cel 
DNA is een polymeer van vier desoxyribonucleotiden. Bij de replicatie van 
DNA wordt de samenstelling van dit molecuul nauwkeurig gecopieerd, zodat voor 
de synthese van DNA alle desoxyribonucleotiden voorhanden moeten zijn. Het 
ontstaan van een tekort aan één der desoxyribonucleotiden heeft reeds tot gevolg, 
dat geen DNA meer gesynthetiseerd kan worden. Cellen blijken voor het synthe-
tiseren van precursors van DNA een ingewikkeld regulatiesysteem te bezitten, 
waarbij vele enzymen en metabolieten een rol kunnen spelen (zie o.a. overzichts-
artikel: Grav, 1967). 
b. Polymerisatie van desoxyribonucleotiden 
Desoxyribonucleotiden worden tijdens de DNA-synthese gepolymeriseerd tot 
lange ketens. Vele onderzoekers menen dat tenminste een deel van het enzym-
systeem dat de polymerisatie katalyseert, nu geïsoleerd en ten dele gekarakteri-
seerd is. Dit enzym, waarvan men aanneemt dat het in vivo bij de DNA-synthese 
betrokken is, heeft de naam gekregen: DNA-polymerase, ofwel desoxyribonucleo-
side-5'-trifosfaat: DNA-nucleotidyltransferase (E.C. 2.7.7.7.). 
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Komberg en medewerkers toonden in 1957 dit enzym voor het eerst aan in 
celvrije extracten van E.coli. Het katalyseert de reactie (Komberg, 1961): 
dATP 
dTTP 
Als substraat voor de reactie zijn vier desoxyribonucleoside-5'-trifosfaten nood­
zakelijk. Enkelstreng of dubbelstreng DNA moet als 'primer' voor de reactie 
worden toegevoegd. DNA is echter niet alleen noodzakelijk voor het aanzetten 
van de reactie, het heeft ook een matrijsfunctie. DNA-polymerase copieert het 
DNA exact volgens het model van Watson en Crick (1953). De meeste eigen­
schappen van het product zijn identiek aan dubbelstreng DNA. Als product ont­
staat tevens pyrofosfaat. Uit later onderzoek bleek, dat DNA-polymerase ook 
algemeen in dierlijke cellen voorkomt (Keir, 1965). De eigenschappen zijn echter 
niet volledig gelijk aan die van het enzym in E.coli. 
Wanneer dit enzym in vivo een belangrijke rol speelt bij de synthese van DNA, 
zal een verandering van de DNA-polymeraseconcentratie en/of kwalitatieve ver­
anderingen van de enzymmoleculen een regulerende functie in de DNA-synthese 
kunnen hebben. In dit verband is het onderzoek van Keir (1965) belangrijk, 
waarin aanwijzingen zijn gevonden, dat conformatieveranderingen het enzym 
meer of minder werkzaam maken. 
с Het DNA, dat gerepliceerd moet worden 
Bollum (1963) benadrukt het essentieel belang van veranderingen in de secun­
daire structuur, die het DNA moet ondergaan tijdens zijn replicatie. DNA-
synthese zou in vivo alleen plaats kunnen vinden, wanneer het DNA in een zoda­
nige vorm was gebracht, dat DNA-polymerase het als matrijs kan gebruiken. 
Hierbij zouden DNasen een belangrijke rol kunnen spelen (Lehman, 1967). Deze 
enzymen, die in vitro DNA afbreken, zouden in vivo door splitsing van enige 
fosfodiësterbanden initiatieplaatsen voor DNA-polymerase kunnen vormen, 
waarna de DNA-synthese kan beginnen. 
Voor een onderzoek betreffende de regulatie van de DNA-synthese zijn 
synchrone celculturen uitermate geschikt. Op eenvoudige wijze kunnen vele cellen 
verzameld worden, die zich alle in hetzelfde ontwikkelingsstadium bevinden. Het 
eencellig groenwier Chlorella is een bruikbaar organisme voor synchronisatie. 
Door de celculturen alternerend in het licht en in het donker te kweken, sporule-
ren de cellen op hetzelfde moment en doorlopen vervolgens tegelijk dezelfde 
dATP 
dGTP 
dCTP 
dTTP 
+ ΡΡί 
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ontwikkelingscyclus (Tamiya e.a., 1953; Lorenzen, 1957). Een voordeel van deze 
wijze van synchroniseren is, dat de cellen op minder ingrijpende wijze gestoord 
worden in hun ontwikkeling en reproductie dan bij synchroniseren met behulp 
van chemische of temperatuurbehandelingen. 
Evenals dierlijke cellen synthetiseren Chlorella-cellen DNA slechts in een 
bepaalde periode van hun ontwikkelingscyclus (Iwamura, 1955; Lorenzen en 
Ruppel, 1960; Stange, 1962; Wanka, 1962). Johnson en Schmidt (1966) conclu-
deerden op grond van veranderingen in de thymidylaatkinase-activiteit in vitro 
tijdens de celcyclus van Chlorella, dat dit enzym een zeer belangrijke rol speelt bij 
de regulatie van de DNA-synthese. De juistheid van de conclusies uit hun experi-
menten werd door Wanka en Poels (1969) in twijfel getrokken. 
In dit proefschrift zullen in het kader van het onderzoek over regulatiemecha-
nismen van de DNA-synthese in vivo eigenschappen en variaties in enzymactiviteit 
van DNA-polymerase en DNase in vitro bestudeerd worden. 
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HOOFDSTUK II 
MATERIAAL EN ALGEMENE METHODEN 
1. Materiaal 
Meestal werden pro-analyse chemicaliën betrokken van Merck. De meer 
speciale chemicaliën waren afkomstig van: 
dATP, dTTP, dCTP en dGTP 
dATP-8-3H 
2-mercaptoëthanol 
Hydroxyde of Hyamine 10-X 
Liquifluor 
Triton X-100 
DEAE-cellulose 
Sephadex G-200 
32
 Ρ (anorganisch fosfaat) 
Desoxyribonuclease I uit runderpancreas 
Ribonuclease-A uit runderpancreas 
5'-nucleotidase uit Crotalus 
adamanteus vergif 
Zalmsperma-DNA 
E.coli-DNA werd geëxtraheerd zoals beschreven door Lehman (1960). 
E.coli-32 P-DNA werd eveneens volgens de procedure van Lehman (1960) verkre-
gen. 
Kalfsthymus-DNA werd bereid volgens de methode van Kay, Simmons en Dounce 
(1952). DNA werd bewaard in oplossingen van 1 mg/ml in 0,01 M KCl bij -20oC. 
Gedenatureerd DNA werd verkregen door DNA-oplossingen gedurende 10 min te 
verhitten in een kokend waterbad en daarna in een ijsbad snel afte koelen. RNA 
werd ter beschikking gesteld door mej. H.M .J.Janssen en was met de methode van 
Kirby (1962) geëxtraheerd uit runderlever. Een ribosomale en een'soluble 'RNA-
fractie werden verkregen na chromatografie over Sephadex G-200. 
Sigma Chemical Co. of Nutritional Bio-
chemicals Corp., 
Schwarz Bioresearch Inc., 
Koch-Light Laboratories Ltd., 
Rohm & Haas, 
Pilot Chemicals Inc., 
Sigma Chemical Co., 
Sigma Chemical Co., 
Pharmacia Fine Chemicals, 
Philips-Duphar, 
Sigma Chemical Co., 
Sigma Chemical Co., 
Sigma Chemical Co., 
Sigma Chemical Co., 
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2. Het object, het kweken en synchroniseren 
De experimenten zijn uitgevoerd met de Chlorella-stam 211/8b uit de algen-
collectie van het Instituut voor Plantenfysiologie van de Universiteit van 
Göttingen. Volgens een door Kuhl en Lorenzen (1964) uitvoerig beschreven en 
door Wanka (1965) gemodificeerde methode, werden Chlorella-suspensies foto-
autotroof gekweekt in glazen cultuurbuizen (60 cm lang; 3 cm diameter), gevuld 
met 350 ml gesteriliseerd voedingsmedium, bevattende per liter aqua dest.: 
(in molen) 
KN03 
KH2P04 
MgS04 
FeCla 
MnS04 
EDTA 
2-10"2 
I-IO"3 
MO"3 
7,5-10"6 
MO - 6 
6-10"6 
CaClj 
H3BO3 
ZnS04 
CuS04 
Со(МОз 
(NH 4 ) 6 
) 
Mo7 0 2 4 
MO" 5 
MO" 5 
1,5·10-7 
6-10'8 
4-10"8 
2,5· IO"» 
Lucht, verrijkt met 0,5 tot 0,75% C 0 2 , werd door de bodem van de buizen in de 
cultuur geleid. Met behulp van een waterbad werd de temperatuur constant ge­
houden op 30oC. De cultuurbuizen werden aan twee zijden belicht met aan iedere 
zijde 10.000 lux door middel van Philips fluorescentielampen type TL 40W/55 en 
TL 40W/32. 
Synchronisatie van celgroei werd tot stand gebracht door de culturen alterne­
rend 16 uur te belichten en 8 uur in het donker te houden. Tegen het einde van de 
donkerperiode werd de cultuur met nieuw voedingsmedium verdund tot ongeveer 
1,5 χ 106 cellen per ml. In fig.l is een schematisch overzicht gegeven van de 
ontwikkelingscyclus van Chlorella. Dit schema is afgeleid uit gegevens van Wanka 
en Mulders (1967) en is in overeenstemming met onze waarnemingen. 
De cellen maakten, zodra de cultuur in het licht kwam, een groeifase door, 
waarbij het DN A-gehalte per cel vrijwel constant bleef. 10 uur na begin van de 
lichtperiode startte plotseling de DNA-synthese, welke tot 18 uur a.l. doorging. In 
deze periode werd het DNA enige keren gerepliceerd. Na iedere verdubbeling van 
het DNA gingen de kernen tot deling over. Ook de protoplastendeling vond in 
deze periode plaats. De spomlatie geschiedde in de laatste uren van de donker­
periode: een Chlorella-cel viel dan meestal in 8, 16 of 32 sporen uiteen. Het aantal 
cellen nam gemiddeld per cyclus tot een 16-voud toe, afhankelijk van de cultuur-
omstandigheden. Daarna werd de cultuur opnieuw verdund, belicht en begon een 
nieuwe celcyclus. 
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dilution to 1.5Ί0 cells per ml 
Fig.l. 
Schematisch overzicht van de ontwikkelingsstadia van Chlorella-cellen in synchrone culturen. 
De licht- en donkerperioden, die worden toegepast tijdens het kweken van synchrone culturen, 
worden aangegeven op de binnencirkel. Het aantal kernen per cel tijdens de ontwikkeling wordt 
aangegeven op de buitencirkel. 
Schematic representation of the developmental stages of Chlorella cells in synchronous cultures. 
The light and dark periods applied for growing synchronous cell cultures are indicated on the 
inner circle. The number of nuclei in the cells during the development is indicated on the outer 
circle. 
3. Homogeniseren van het celmateriaal 
Celsuspensies werden gedurende 2 min bij 1000 g gecentrifugeerd. Grote hoe­
veelheden celmateriaal werden verzameld met behulp van een doorstroomcentri-
fuge (Measuring and Scientific Equipment) bij 10.000 omwentelingen per min en 
1 1 per min. Vervolgens werden de cellen gewassen en gehomogeniseerd in een 
oplossing, die in experimenten voor activiteitsbepalingen van DNase uit 50 mM 
Tris-buffer pH 8,5 en van DNA-polymerase uit 50 mM natriumfosfaatbuffer pH 
7,0 + 5 mM mercaptoëthanol + 1 mM EDTA bestond. 
Cellen van kleine monsters (voor bepaling van de enzymactiviteit in de cel-
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cyclus e.d.) werden overgebracht in reageerbuizen met 3 ml bufferoplossing en 5 g 
glasparels (0,35-0,40 mm doorsnede, Dragon-Werk). Door de reageerbuizen 5 
min intensief te schudden bij 0oC op een Whirlmix (Cenco) werden de cellen 
gehomogeniseerd. Hierdoor gingen meer dan 99% der cellen stuk. Grotere mon-
sters werden 5 min gehomogeniseerd in een Bühler-Vibrogen-Zellmühle eveneens 
in de aanwezigheid van glasparels. Vervolgens werden glasparels en homogenaat op 
een glasfilter (fig.2) gebracht. Door 3 min centrifugeren bij 1000 g werd het 
homogenaat door het glasfilter geperst en opgevangen in een teflonbuis. De glas-
parels bleven achter op het filter. 
glass tube 
glass beads 
glass filter 
teflon tube 
centrifuge tube 
cell homogenate 
Fig.2. 
Glasfilter voor het scheiden van het homogenaat van de glasparels. 
Glass filter for separating the homogenate from the glass beads. 
4. DNA- en eiwitbepalingen 
Voor een bepaling van het DNA-gehalte in Chlorella-cellen werden een voor-
extractie en hydrolyse toegepast zoals beschreven door Wanka (1962). Het DNA-
gehalte werd bepaald met difenylamine-reagens volgens de methode van Burton 
(1956). Het proteïnegehalte werd, na de door Wanka (1965) beschreven voor-
extractie, bepaald met een modificatie van de Lowry-methode (Lowry, Rose-
brough, Farr, Randall, 1951). 
5. Bepaling van het cellenaantal 
Het cellenaantal per ml Chlorella-cultuur werd gemeten met behulp van een 
' Coulter counter '. 
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HOOFDSTUK III 
EIGENSCHAPPEN VAN DNase 
EN VERANDERINGEN VAN DE DNase-ACTIVITEIT 
IN HOMOGENATEN TIJDENS DE CELCYCLUS VAN CHLORELLA 
1. Inleiding 
Bij studies over DNasen in vele organismen blijkt, dat organen en organismen 
met een hoge proliferatiesnelheid rijk zijn aan DNasen. In dit verband kan het 
werk van Allfrey en Mirsky genoemd worden, die al in 1952 veel dierlijke weefsels 
op deze relatie onderzocht hebben. Ook Brody en Thorell (1957) hebben bij 
kippebeenmerg en rattelever een positieve correlatie geconstateerd tussen hoge 
celdelingsfrequentie en hoge niveaus van DNase-activiteit. Shortman en Lehman 
(1964) onderzochten een cultuur van E.coli, waarbij aangetoond werd, dat tijdens 
de logaritmische fase hoge DNase-activiteit gemeten kon worden. Van de 4 
verschillende DNasen, die getest werden, was vooral de afname van de endo-
nuclease I-activiteit aan het begin van de stationaire fase het meest opvallend. 
Tijdens de ontwikkeling van antheren van Lilium longiflorum (Stern, 1961) werd 
tijdelijk een hoge enzymactiviteit gemeten, welke werd gevolgd door verhoogde 
desoxyribonucleotide-concentraties. Ook werd een sterke verhoging van de 
DNase-activiteit gemeten na infectie van animale cellen en bacteriën met virussen 
(Lehman, 1967). 
Tijdens de ontwikkelingscyclus van Chlorella kan geconstateerd worden dat 
verscheidene processen, zoals DNA-synthese en celdelingen, na elkaar optreden. 
De snelheid van deze processen zou gereguleerd kunnen worden door veranderin-
gen in de activiteit van bepaalde enzymen. Wij zijn daarom geïnteresseerd in de 
vraag of de activiteit van DNase tijdens de verschillende ontwikkelingsfasen van de 
Chlorella-cellen sterke schommelingen ondergaat. 
De DNase-experimenten zijn tevens belangrijk voor het onderzoek over 
DNA-polymerase (in de hierna volgende hoofdstukken), omdat zij vele gegevens 
verschaffen over een mogelijke beïnvloeding van deze enzymen op de bepaling van 
de DNA-polymerase-activiteit. 
Voor de meting van DNase-activiteit in homogenaten zullen eerst optimale 
incubatiecondities moeten worden bepaald. DNasen, welke uit tal van organismen 
zijn geïsoleerd, zijn zeer gevarieerd in hun eigenschappen (Laskowski, 1961, 
1967). Zij worden onderverdeeld in zure en alkalische DNasen, afhankelijk van de 
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pH, waarbij optimale activiteit gemeten wordt. Alleen alkalische DNasen zullen 
hier bestudeerd worden, omdat wij tijdens bepalingen van de activiteit van zure 
DNasen in de beginperiode van het onderzoek op technische moeilijkheden 
stuitten. Specificiteit voor het substraat (enkel- of dubbelstreng DNA), behoefte 
aan divalente kationen en eigenschappen van het gevormde product zullen ter 
classificatie van de DNase(n) in homogenaten van Chlorella-cellen onderzocht 
worden. 
Van enige DNasen is bekend, dat zij voorkomen in lysosomen en mito-
chondriën (Beaufay, Bendali, Baudhuin, de Duve, 1959). Omdat het voor het 
onderzoek van DNasen van belang is te weten, waar deze zich in de cel bevinden, 
zal aan de localisatie ook enige aandacht worden besteed. 
2. Methoden 
Gebruikmakend van een gemodificeerde methode van Lehman ( 1960) werd de 
DNase-activiteit bepaald door meting van het tijdens de incubatie zuuroplosbaar 
geworden 32P, afkomstig van het substraat 32P-DNA. Van een eenvoudigere 
DNase-bepaling door middel van extinctiemeting bij 260 π\μ van de zuuroplosbaar 
geworden DNA-afbraakproducten moest worden afgezien, omdat door een behan­
deling van homogenaten met Triton X-100 zeer vele stoffen, die ultraviolet 
absorberen, zuuroplosbaar worden. 
Het incubatiemengsel (100 μΐ) bevatte onder standaardcondities: 
25 μΐ Chlorella-homogenaat; 0,25 μΐ Triton X-IOO; 10 μg gedenatureerd E.coli 
32P-DNA (10.000-50.000 desintegraties per min); 0,75 μπιοί MgCl2 ; 5 μπιοί 
KCl; 5 μπιοί Tris-HCl pH 8,5. De homogenaatconcentratie werd steeds zo laag 
gehouden, dat tijdens de incubatie niet meer dan 30% van het substraat 
zuuroplosbaar werd. De incubaties werden uitgevoerd bij 30oC en beëindigd na 30 
min door koelen in een ijsbad. Achtereenvolgens werden 50 μΐ serumalbumine (2 
mg/ml), 100 μΐ gedenatureerd zalmsperma-DNA (1 mg/ml) en 50 μΐ 1,2 N PCA 
toegevoegd. Na 5 min werd het gevormde precipitaat verwijderd door gedurende 5 
min bij 2000 g te centrifugeren. De bovenstaande vloeistof werd overgebracht in 
telflesjes, bevattende 10 ml water. De radioactiviteit werd bepaald door meting 
van de 'Cerenkov'-straling (Clausen, 1968) in een Packard Tri-Carb vloeistof 
scintillatieteller model 3375. 
3. Resultaten 
a. Localisatie van DNase-activiteit in de cel 
Inleidende experimenten ter bepaling van de DNase-activiteit in homogenaten 
deden vermoeden, dat de enzymactiviteit voornamelijk aanwezig was in snel-
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Tabel I 
Effect van detergentia op de desoxyribonuclease-activiteit in homogenaat, supernatant- en 
precipitaatfracties. De cellen, verzameld 16 uur a.I , werden gehomogeniseerd in 50 mM 
natnumfosfaatbuffer pH 7,0. De precipitaten werden geresuspendeerd in het oorspronkelijke 
volume van dezelfde buffer, waaraan 1% Triton X-100 was toegevoegd De enzymactiviteit werd 
gemeten na instellen van de pH op 8,5 door toevoegen van een juiste hoeveelheid Tns-buffer. 
The effect of detergents on the deoxynbonuclease activity in homogenate, supernatant and 
precipitate fractions. The cells, collected 16 hours a.l., were homogenized in 50 mM sodium 
phosphate buffer pH 7.0. Precipitates were resuspended in the original volume of the same 
buffer, supplemented with 1% Triton X-100. The enzyme activities were measured after 
adjusting the pH to 8.5 by addition of an adequate amount of Tris buffer. 
homogenate without Triton X-100 
homogenate + 0.1% Triton X-l 00 
homogenate + 0.5% Triton X-100 
homogenate + 1.0% Triton X-l 00 
homogenate + 2.0% Triton X-100 
homogenate + 5.0% Triton X-100 
homogenate + 1.0% sodium deoxycholate 
homogenate + 1.0% sodium dodecylsulphate 
homogenate centrifuged for 10 min at 
2,000 g before addition of 1% Triton X-100 
supernatant 
precipitate 
homogenate centrifuged for 1 hour at 
100,000 g before addition of 1% Triton X-100 
supernatant 
precipitate 
homogenate centrifuged for 1 hour at 
100,000 g after addition of 1% Triton X-100 
supernatant 
precipitate 
relative 
activity 
10 
50 
98 
100 
98 
96 
< 5 
< 5 
34 
63 
< 5 
102 
95 
< 5 
sedimenterend materiaal. Uit DNase-onderzoek bij regenererende rattelever is 
bekend, dat de DNase-activiteit aanzienlijk wordt verhoogd door een behandeling 
met Triton X-100, waardoor de in mitochondriën en lysosomen aanwezige 
DNasen vrijkomen (Beaufay, Bendali, Baudhuin, de Duve, 1959). Het leek daarom 
gewenst de invloed van detergentia op de DNase-activiteit in Chlorella-homo-
18 
genaten te onderzoeken. Tabel I laat zien, dat homogenaten, die 0,5 tot 5% Triton 
X-100 bevatten, een tienmaal hogere activiteit bezitten dan onbehandelde homo-
genaten. Door de polaire detergentia natriumlaurylsulfaat en natrium-
desoxycholaat wordt DNase echter volledig geïnactiveerd. Op grond van deze 
experimenten werd besloten de Triton X-100-concentratie in homogenaten steeds 
op 1% te stellen voor het verkrijgen van een optimale DNase-activiteit. 
Vervolgens werd bepaald in welke fractie de enzymactiviteit zich bevond nadat 
homogenaten, die al of niet 1% Triton X-100 bevatten, bij verschillende snelheden 
gecentrifugeerd waren. Wanneer een homogenaat gedurende 1 uur bij 100.000 g 
werd gecentrifugeerd, bevond zich alle DNase-activiteit in het precipitaat. Ook bij 
10 min centrifugeren bij 2000 g bevatte het precipitaat reeds het grootste deel van 
de DNase-activiteit. Werd aan het homogenaat 1% Triton X-100 toegevoegd en 
werd vervolgens 1 uur bij 100.000 g gecentrifugeerd, dan werd de enzymactiviteit 
vrijwel geheel in de supematant-fractie gevonden. 
Samenvattend blijkt dus, dat DNase zich hoofdzakelijk bevindt in, of aan, 
snel-sedimenterende partikels en door Triton X-100 wordt vrijgemaakt, waarbij 
tevens een sterke verhoging van de enzymactiviteit wordt gemeten. 
Fig.3 Fig.4 
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Fig.3. 
Vorming van zuuroplosbare "P-producten als functie van de homogenaatconcentratie Van 100 
ml celcultuur, verzameld op 16 uur a.l., werd 5 ml homogenaat bereid. 
Formation of acid-soluble 32P products as a function of the concentration of the homogenate. 
S ml homogenate was prepared from 100 ml cell suspension collected 16 hours a.l. 
Fig.4. 
Vorming van zuuroplosbare 32P-producten als functie van de incubatietijd 
Formation of acid-soluble 32P products as a function of the incubation time. 
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b. Productvorming in afhankelijkheid van homogenaatconcentratie en incubatie-
tijd 
Om kwantitatieve bepalingen te verrichten moet onderzocht worden, hoe 
groot de vorming is van het product als functie van de homogenaatconcentratie. 
Fig.3 laat zien, dat bij homogenaatconcentraties, waardoor tijdens incubaties van 
30 min niet meer dan 30% van het DNA werd afgebroken, de productvorming 
vrijwel recht evenredig was met de concentratie. Het experiment wees erop, dat 
onder deze omstandigheden — waarbij gebruik werd gemaakt van homogenaten 
van cellen uit het 16 uur a.l.-stadium — geen reversibele remstoffen of activerende 
stoffen in het incubatiemengsel aanwezig waren. 
Bij incubaties tot 45 min werd een constante toename van zuuroplosbaar 
product gemeten (fig.4). De afname van de snelheid, die daarna optrad, kon ten 
dele verklaard worden door enzyminactivering, ten dele door andere factoren, 
zoals substraat-uitputting. Het homogenaat was bij langdurige incubaties in staat 
om meer dan 90% van gedenatureerd DNA zuuroplosbaar te maken. 
Tabel II 
Substraatspecificiteit van DNase en invloed van natief DNA, rRNA en sRNA op de afbraak van 
gedenatureerd DNA. 
Substrate specificity of DNase and influence of native DNA, rRNA and sRNA on the 
degradation of denatured DNA. 
nucleic acids in the incubation mixture 
10 Mg heated DNA 
10 Mg native DNA 
50 Mg native DNA 
10Mg heated DNA + \0ßg native DNA 
10 Mg heated DNA + 25 Mg native DNA 
10Mg heated DNA + 10 Mg rRNA 
10Mg heated DNA + 25 Mg rRNA 
10 Mg heated DNA + 10 Mg sRNA 
10 Mg heated DNA + 25 Mg sRNA 
10 Mg heated DNA + 50 Mg sRNA 
relative 
activity 
100 
< 5 
< 5 
96 
92 
98 
90 
83 
70 
45 
с. Specificiteit voor het substraat 
De voorkeur van DNase in Chlorella-homogenaten voor het afbreken van 
dubbel- of enkelstreng DNA werd onderzocht met resp. natief* en gedenatureerd 
* Onder natief DNA wordt verstaan: DNA, dat is geïsoleerd volgens de gebruikelijke 
extractiemethoden en dat níet door zuur, alkali of verhitting is gedenatureerd. 
20 
E.coli-DNA. Uit tabel II blijkt, dat alleen gedenatureerd DNA als substraat voor 
DNase kon dienen. Ook na een incubatie met een 5 maal hogere natief 
DN A-concentratie werd vrijwel geen zuuroplosbaar materiaal gevormd. Natief 
DNA had slechts een gering remmend effect op de afbraak van gedenatureerd 
DNA. rRNA en sRNA remden pas, wanneer zij in hoge concentraties in het 
incubatiemengsel aanwezig waren. 
d. Invloed van buffers, pH en enige kationen op de DNase-activiteit 
Er is getracht om een incubatiemengsel samen te stellen, waarbij de DNase-
activiteit onder optimale omstandigheden gemeten kon worden. In de hier 
beschreven experimenten werd één variabele factor ingevoerd, terwijl de overige 
omstandigheden identiek bleven aan het standaard-incubatiemengsel. Niet uit-
gesloten is, dat b.v. bij een andere DNA-concentratie een ander optimum voor de 
concentratie van magnesiumionen gevonden zou worden. 
Fig.5 Fig.6 
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Fig.5. 
Effect van buffer en pH op de desoxyribonuclease-activiteit. 
χ χ 50 mM natriumfosfaat 
о о 50 mM Tris-HCI 
+ + 50 mM glycine-NaOH. 
Effects of buffer and pH on deoxyribonuclease activity. 
χ χ 50 mM sodium phosphate 
-o 50 mM Іris-HCI 
-+50mMglycine-NaOH. 
Fig.6. 
Effect van de concentratie van enige divalente kationen op de desoxyribonuclease-activiteit. 
Effect of the concentration of some divalent cations on the deoxyribonuclease activity. 
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De DNase-activiteit in het homogenaat werd getest bij een pH tussen 6,0 en 
10,8 met behulp van natriumfosfaat-, Tris-HCl- en glycine-NaOH-buffer (fig.5). 
Met Tris- en glycinebuffer was de enzymactiviteit in een vrij breed alkalisch gebied 
ongeveer even hoog. Voor de standaard-procedure werd een Tris-buffer pH 8,5 
gekozen. Bij pH 7,6 en pH 8,0 werd met fosfaatbuffer een aanzienlijk lagere 
enzymactiviteit gemeten dan met Tris-buffer. 
De meeste DNasen hebben magnesium-, calcium- of mangaanionen nodig voor 
optimale activiteit (Laskowski, 1961). De enzymactiviteit in het homogenaat 
werd daarom bij verschillende concentraties van deze divalente kationen getest 
(fïg.6). Hoewel zonder toevoeging van kationen reeds DNase-activiteit gemeten 
werd (activiteit tengevolge van ionen aanwezig in het homogenaat is echter niet 
uitgesloten), kon met 7,5 mM magnesiumionen of met 1 mM mangaanionen een 2 
maal hogere enzymactiviteit worden bereikt. 0,5 tot 1 mM calciumionen veroor-
zaakten slechts een lichte stijging van de enzymactiviteit. Voor de standaard-
incubatieprocedure werd een concentratie van 7,5 mM MgCl2 gekozen. 
e. Product 
Na incubatie van DNA met Chlorella-homogenaat werd onderzocht, hoeveel 
nucleotiden de zuuroplosbare DNA-brokstuk ken bevatten. Zo kon worden be-
paald of het Chlorella-homogenaat DNase-activiteit bevatte, die moest worden 
gekenmerkt als exonuclease (zuuroplosbaar product bestaat alleen uit mono-
nucleotiden) of als endonuclease (zuuroplosbaar product bestaat niet uit mono-, 
doch alleen uit oligonucleotiden). 
Met behulp van DEAE-cellulose kolomchromatografie was het mogelijk de 
gevormde brokstukken te onderscheiden in mono-, di-, tri-, of nog langere 
oligonucleotiden (Tomlinson en Tener, 1963). Naarmate de lengte van deze 
oligonucleotiden toenam, werden zij bij een hogere zoutconcentratie geëlueerd. 
Voor het productonderzoek werd 8 ml mengsel, bevattende: S mg gedenatureerd zalm-
sperma-DNA, 80 /Uttnol MgCl2 en 160 Jimol Tris-HCl-buffer pH 8,5, gedurende 4 uur bij 30oC 
gemcubeerd met een omstandigheden werd een gelijke hoeveelheid DNA geïncubeerd met 0,1 
mg pancreas DNase I, waardoor alle DNA zuuroplosbaar werd. Vervolgens werden beide 
incubatiemengsels gekoeld in ijs, aangezuurd met perchloorzuur tot een concentratie van 0,2 N 
en 10 min bij 30.000 g gecentrifugeerd. De supernatantfracties werden verzameld en geneutrali-
seerd met KOH. Het kaliumperchloraat-precipitaat werd verwijderd en 2 volumina 3,75 mM 
natriumacetaat (pH 4,7) werden toegevoegd. Vrijwel al het UV-absorberend materiaal van beide 
fracties werd gebonden aan DEAE-cellulose kolommen (2 χ 20 cm), die bereid werden volgens 
de methode van Tomlinson en Tener (1963). De kolommen werden gewassen met 100 ml 
2,5 mM natriumacetaatbuffer pH 4,7 + 7 M ureum. Als elutievloeistof werd gebruik gemaakt 
van 2,5 mM natriumacetaatbuffer pH 4,7 + 7 M ureum met een lineaire gradiënt van 0 tot 0,3 M 
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NaCl. Beide kolommen werden tegelijk met deze gradiëntoplossing (totale inhoud 2000 ml) 
geëlueerd. 
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Fig.7. 
Chromatografie over een DEAE<ellulose-kolom van zuuroplosbare producten, gevormd tijdens 
een incubatie met Chlorella-homogenaat ( ), of met pancreas-desoxynbonuclease I 
( ). 
Chromatography on a DEAE-cellulose column of acid-soluble products formed during an 
incubation with Chlorella homogenate ( ) or with pancreatic deoxyribonuclease I 
( ). 
In fig.7 is het elutiepatroon weergegeven van de kolomchromatografie over 
DEAE-cellulose. Overeenkomstig de resultaten van Tomlinson en Tener (1963) 
werden als producten van de door pancreas DNase I gekatalyseerde reactie 
geëlueerd: eerst de dinucleotiden, vervolgens de tri-, tetra-, penta- en langere 
oligonucleotiden. De producten van de door Chlorella-homogenaat gekatalyseerde 
reactie werden gescheiden in drie componenten: De eerste piek verliet de kolom 
bij een zoutconcentratie, waarbij mononucleotiden geëlueerd zouden worden, 
vervolgens een component bij een zoutconcentratie, waarbij dinucleotiden geëlu-
eerd worden en daarna een kleine fractie bij een concentratie, die overeenkomt 
met trinucleotiden. Geen langere oligonucleotiden konden worden aangetoond. In 
dit experiment werd 30% van het DNA tijdens de incubatie zuuroplosbaar. In 
experimenten met een intensievere afbraak van het DNA bevatte het zuuroplos-
baar materiaal relatief nog meer van de eerste dan van de tweede piek. Met 
papierelectroforese kon worden aangetoond, dat er 4 componenten aanwezig 
waren in de fractie, die werd geëlueerd bij de laagste zoutconcentratie. De 
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electroforese-snelheden van deze componenten waren overeenkomstig de 4 des-
oxyribonucleoside-monofosfaten. In de eerste piek werden de extinctie bij 260 
πιμ en het fosfaatgehalte (na destructie van het materiaal volgens de methode van 
Fiske en SubbaRow (1925) bepaald) vergeleken, waaruit geconcludeerd kon 
worden, dat één fosfaatgroep per nucleoside aanwezig was. Door incubatie met 
S'-nucleotidase werden alle fosfaatgroepen afgesplitst, hetgeen er op wees, dat de 
mononucleotiden de fosforgroep steeds aan het 5'-C-atoom droegen. 
De resultaten wijzen op een reactiemechanisme, dat op die van exonucleasen 
lijkt, hoewel ook di- en trinucleotiden (maar geen langere oligonucleotiden) 
gevonden werden. Tijdens zuiveringsexperimenten ging de DNase-activiteit ver-
loren, zodat enzymactiviteit slechts gemeten kon worden in homogenaten van 
Chlorella-cellen. Het leek daarom niet verantwoord het reactiemechanisme van de 
DNA-afbraak meer diepgaand te onderzoeken. Evenmin waren wij in staat te 
bepalen of meer typen DNasen in de homogenaten aanwezig waren. 
f. DNase-activiteit en vorming van een DNase-remmer tijdens de ontwikkelings-
cyclus 
Onder incubatie-omstandigheden, die op grond van voorafgaande experi-
menten in dit hoofdstuk optimaal bleken voor homogenaten van cellen uit het 16 
uur a.l.-stadium, is de DNase-activiteit in homogenaten tijdens de celcyclus 
bepaald (fig.8). Gedurende de eerste 8 uur van de lichtperiode, waarin een sterke 
groei van de cellen werd geconstateerd, was de DNase-activiteit op een constant 
laag niveau. Daarna nam de DNase-activiteit eerst langzaam en vervolgens sterk toe 
tot 16 uur a.l. Tussen 16 en 20 uur a.l. daalde de activiteit weer tot een zeer lage 
waarde. Een lichte toename van de enzymactiviteit was daama weer meetbaar. 
In fig. 8 werd tevens de toename van het DNA-gehalte per ml cultuur 
aangegeven. Opvallend is, dat hoge DNase-activiteiten werden gemeten in homo-
genaten van die cellen, die DNA synthetiseerden. Wanneer de DNase-activiteit 
daalde, hield tevens de DNA-synthese op. 
De afname van de enzymactiviteit tussen 16 en 20 uur a.l. kon veroorzaakt 
worden door afbraak van het enzym, of door de vorming van een remstof. Indien 
de lage enzymactiviteit op tijdstip 20 uur a.l. veroorzaakt wordt door een remstof, 
kunnen wij verwachten, dat zijn aanwezigheid merkbaar moet zijn bij het bepalen 
van de enzymactiviteit in mengsels van homogenaten van cellen uit het 16 en 20 
uur a.l.-stadium. 
In tabel III zijn de DNase-activiteiten weergegeven van de homogenaten van 
cellen uit het 12, 16 en 20 uur a.l.-stadium afzonderlijk, en in mengsels van deze 
homogenaten. In tegenstelling tot het mengsel van 12 en 16 uur a.l. bevatte het 
mengsel van 16 en 20 uur a.l. een veel lagere DNase-activiteit dan berekend werd 
24 
5.0 
Ό 
О) 
Φ 
< 
ζ 
о 2.5 
σ> 
LÜ 
-100 
75 I 
50 с 
25 
0 4 8 12 16 20 24 hrs 
time after beginning of the light period 
Fig 8. 
Verandering van de desoxynbonuclease-activiteit en remstof-activiteit tijdens de celcyclus. 
De desoxynbonuclease-activiteit (χ χ) wordt uitgedrukt in de hoeveelheid DNA, die 
wordt afgebroken per ml celcultuur De remstof-activiteit (о о) wordt uitgedrukt in het 
percentage vermindering van desoxynbonuclease-activiteit van een actief homogenaat. Het 
actieve homogenaat werd verkregen uit een monster, verzameld op 16 uur a I Een gelijk volume 
homogenaat, dat werd bereid uit monsters van verschillende tijdstippen in de celcyclus en dat 
gedurende 15 min bij 100°C was verhit, werd aan het incubatiemengsel toegevoegd. 
Een karakteristiek verloop van de toename van het DNA-gehalte in een synchrone 
cultuur van Chlorella in arbitraire eenheden. 
Changes of deoxynbonuclease activity and inhibitor activity during the cell cycle 
Deoxynbonuclease activity (x x) is expressed as amount of DNA degraded per ml of 
culture volume The inhibitor activity (o o) is expressed as percentage of decrease of 
deoxynbonuclease activity in an active homogenate The active homogenate was obtained from 
a sample withdrawn 16 hours a I. An equal volume of homogenate prepared from samples at 
different times of the cell cycle and treated for 15 mm at 100oC was added to the incubation 
mixture 
Typical course of increase of DNA content in a synchronous Chlorella culture in 
arbitrary units 
uit de DNase-activiteiten van de homogenaten afzonderlijk. 
Na verhitting van het 20 uur a.1.-homogenaat gedurende 15 min in een kokend 
waterbad, bleef de remstof-activiteit in het homogenaat gehandhaafd. De remstof 
bleek resistent tegen RNase- en trypsine-inwerking. Na dialyse bezat het homo­
genaat nog steeds een actieve remstof. Ook warmeer dialyse werd toegepast na 
verhitting van het homogenaat in een kokend waterbad, na preïncubatie met 
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Tabel III 
DNase-activiteit in homogenaten en mengsels van homogenaten afkomstig van cellen, verzameld 
op 12, 16 en 20 uura.l. 
DNase activity in homogenates and mixtures of homogenates from cells collected 12, 16 and 20 
hours a.l. 
25 μΐ homogenate (16 h) + 25 μ! buffer 
25 μΐ homogenate (12 h) + 25 μΐ buffer 
25 μΐ homogenate (20 h) + 25 μΐ buffer 
25 μΐ homogenate (16 h) + 25 μΐ homogenate ( 12 h) 
25 μΐ homogenate ( 16 h) + 25 μΐ homogenate ( 16 h) 
25 μΐ homogenate (16 h) + 25 μΐ homogenate (20 h) 
25 μΐ homogenate (20 h) heated for 15 min at 100oC 
25 μΐ homogenate ( 16 h) + 
25 μΐ homogenate (20 h) heated for 15 min at 100oC 
% acid-soluble32 Ρ 
16.4 
4.2 
1.7 
20.4 
30.4 
4.2 
0.0 
4.1 
RNase, of in aanwezigheid van 1% Triton X-100, bleef de remstof actief. In een 
60% verzadigde oplossing van ammoniumsulfaat precipiteerde de remstof. 
Uit bovenstaande gegevens blijkt, dat de remstof hoogmoleculair (of gebonden 
aan een hoogmoleculaire stof) en stabiel bij 100oC is, en geen eiwit- of 
RNA-achtige samenstelling heeft. Hij is zowel aanwezig in supernatant- als in 
precipitaatfracties, verkregen na centrifugeren gedurende 1 uur bij 100.000 g van 
homogenaten, die niet met Triton X-100 behandeld waren. Omdat pCMB (0,1 
mM) en monojoodazijnzuur (10 mM) geen invloed hadden op de DNase-activiteit 
en de remstof eveneens werkzaam was in aanwezigheid van 10 mM mercapto-
ëthanol, was het onwaarschijnlijk, dat de remstof op thiolgroepen in het enzym 
aangreep. Niet bekend is, of slechts één remstof, of een mengsel van meer typen 
remstoffen in de homogenaten aanwezig was. 
De activiteit van de remstof werd gemeten tijdens de gehele ontwikkeling van 
de Chlorella-cellen (fig.8). Homogenaten, afkomstig van celsuspensies van gelijk 
volume, werden 15 min in een kokend waterbad geplaatst en daarna met een 
onverhit homogenaat, afkomstig van cellen uit het 16 uur a.l.-stadium, geïncu-
beerd. De remming van de DNase-activiteit door de verhitte homogenaten van 
cellen, die nog niet het 16 uur a.l.-stadium bereikt hadden, was te verwaarlozen. 
Daarna werd een sterke stijging gemeten tot een optimale remstof-activiteit in 
homogenaten van cellen uit het 20 uur a.l.-stadium. De activiteit van de remstof 
daalde vervolgens weer. 
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4. Discussie 
De periode, waarin een hoge DNase-activiteit wordt gemeten, valt samen met 
de S nrfase· Deze opvallende periodiciteit van de enzymactiviteit wijst op een taak 
van het enzym bij de DNA-synthese. Bij andere organismen is nog weinig bekend 
over periodieke veranderingen van de DNase-activiteit in de celcyclus. Alleen 
tijdens de regeneratie van rattelevers zijn oscillaties van de enzymactiviteit 
waargenomen. Deze alterneren met de oscillaties van de incorporatie-snelheid van 
3H-thymidme in DNA (Ove e.a., 1968). In hoeverre deze incorporatie-snelheid 
kwantitatieve gegevens verstrekt over de DNA-synthese is echter twijfelachtig, 
zodat ook bij dit orgaan gegevens over de relatie DNA-synthese en DNase-activi-
teit nog niet voorhanden zijn. 
Evenmin zijn veel experimentele gegevens over de functie van DNase in vivo 
verzameld. Enerzijds stelt men zich voor, dat DNasen deel uit maken van het 
enzymsysteem, dat DNA synthetiseert, anderzijds wordt een functie verondersteld 
bij het herstellen van fouten, die gemaakt worden tijdens de DNA-synthese (zie 
overzichtsartikel: Lehman, 1967). Welke functie het Chlorella-DNase vervult kon 
met onze experimenten niet bepaald worden. Temeer, omdat het enzym waar-
schijnlijk membraan-gebonden is, wat afgeleid werd uit experimenten met Triton 
X-100(III,3,a), zijn de omstandigheden voor het enzym binnen de cel geheel 
anders dan in vitro . 
De DNasen, die geïsoleerd en gekarakteriseerd zijn, variëren sterk in eigen-
schappen; bovendien bevatten vele organismen meer DNasen (Laskowski, 1961; 
Shortman en Lehman, 1964). Problematisch is, of alle DNasen bij de DNA-
synthese een functie zouden hebben, of dat deze is voorbehouden aan enkele 
DNasen met specifieke eigenschappen. Een vergelijkend onderzoek, wat betreft 
eigenschappen en periodiciteit van DNasen bij andere synchrone celculturen, zou 
nuttig kunnen zijn. 
DNasen in Chlorella-homogenaten hebben een opvallende specificiteit voor het 
afbreken van gedenatureerd DNA. In dit opzicht heeft het dezelfde eigenschappen 
als exonuclease I in E.coli (Lehman, 1960), een endonuclease in Neurospora 
crassa (Linn en Lehman, 1965) en een nuclease geëxtraheerd uit lamshersenen 
(Healy, Stollar, Simon en Levine, 1963). In tegenstelling tot deze groep van 
specifiek enkelstreng DNA-afbrekende enzymen, hebben veruit de meeste van de 
onderzochte DNasen een voorkeur voor natief DNA, of geen specificiteit voor de 
secundaire structuur van DNA (Laskowski, 1961). 
DNase-activiteit wordt vooral gevonden in snel-sedimenterend materiaal. 
Slechts door het toepassen van homogenisatie-technieken, die tevens resulteren in 
het stukmaken van celorganellen, kan de stevige celwand van Chlorella gebroken 
worden. Geen informatie kan daarom worden verkregen, of DNase zich b.v. aan 
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het kemmembraan bevindt, in de chloroplasten, of, zoals in rattelever, in 
mitochondriën en lysosomen (Beaufay, Bendali, Baudhuin en de Duve, 1959). 
De remstof voor DNase, die slechts aanwezig is in een korte periode van de 
celontwikkeling, lijkt niet op RNA, dat een remstof is voor endonuclease I in 
E.coli (Lehman, Roussos en Pratt, 1962), noch op een proteihe-achtige remstof 
voor pancreas-DNase I (Lindberg, 1964). Berger ( 1966) toonde in Chlorella een 
remstof aan voor isocitraatdehydrogenase. De hoogste activiteit werd ook om-
streeks 20 uur a.l. gemeten. Deze remstof was echter thermolabiel en niet 
precipiteerbaar in ammoniumsulfaat. 
Voor het hierna volgend onderzoek over DNA-polymerase in Chlorella-cellen is 
het van belang, dat nu bekend is, dat de DNase-activiteit tijdens de celcyclus niet 
constant is en dat de activiteit voornamelijk wordt gevonden in snel-sedimen-
terend materiaal, indien geen Triton X-100 aan de homogenaten wordt toege-
voegd. Metingen van DNA-polymerase in supematantfracties verdienen op grond 
van het DNase-onderzoek de voorkeur. 
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HOOFDSTUK IV 
ENIGE EIGENSCHAPPEN VAN DNA-POLYMERASE 
IN ONGEZUIVERDE EXTRACTEN 
1. Inleiding 
Voordat een onderzoek kan worden gedaan over de DNA-polymerase-activiteit 
in vitro tijdens de ontwikkelingscyclus van Chlorella (hoofdstuk VI) zullen eerst 
de eigenschappen van het enzym in celvrije extracten moeten worden onderzocht, 
de optimale incubatiecondities bepaald en de betrouwbaarheid van de metingen 
getest. 
Wanneer de enzymextracten niet verregaand gezuiverd zijn, kunnen tijdens de 
incubaties vele nevenreacties optreden, zoals afbraak van substraat en product, of 
reacties, die leiden tot veranderingen in de geschiktheid van de 'primer' voor 
DNA-polymerase. Een van deze nevenreacties wordt gekatalyseerd door DNase. 
De eigenschappen van dit enzym in Chlorella zijn reeds bekend uit het vorige 
hoofdstuk. Voor de bepaling van de totale activiteit van DNA-polymerase in vitro 
zal beschikt moeten worden over een extractiemethode, waarbij enerzijds alle 
storende factoren geëlimineerd worden en anderzijds voorkomen wordt, dat 
oncontroleerbaar verlies aan enzymactiviteit kan optreden. 
2. Methoden 
De DNA-polymerase-activiteit wordt bepaald door meting van de radioactivi-
teit, die geïncorporeerd wordt in het zuuronoplosbaar materiaal en afkomstig is 
van 3H-dATP. Hieruit kan het aantal т д т о і dATP worden berekend, dat tijdens 
de incubatie wordt ingebouwd. 
Het incubatiemengsel (250 μΐ) bevat onder standaardcondities: 50-150 μΐ 
enzymoplossing; 12,5 дтоі Tris-HCl-buffer pH 8,5; 25 μπιοί KCl; 2,5 μπιοί 
MgCl2; 2,5 μπιοί mercaptoëthanol; 0,1 μπιοί EDTA; 50 μg gedenatureerd 
zalmsperma-DNA; 0,05 μπιοί dCTP; 0,05 μιηοΐ dGTP; 0,05 μπιοί dTTP; 0,05 
μπιοί dATP; dATP-8-3 H( 10 μ^μιηοΐ). 
Na 1 uur incubatie bij 30oC werd het mengsel in een ijsbad gekoeld. De 
hoeveelheid gevormd product werd bepaald volgens een modificatie van de 
methode van Pricer en Weissbach (1964). 1,75 ml oplossing, bevattende 0,5 mg 
gedenatureerd zalmsperma-DNA en 175 μπιοί natriumpyrofosfaat, werd aan het 
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incubatiemengsel toegevoegd. Dit had tot doel om resp. het gevormde product 
beter te kunnen precipiteren en om adsorptie van 3 H-dATP aan het materiaal, 
waarin de radioactiviteit gemeten moest worden, te voorkomen. Vervolgens werd 
met 0,5 ml 1 N PCA aangezuurd. Na 10 min werd het mengsel uit het ijsbad 
genomen en door een met teflon geïmpregneerde glasvezelfilter (Joymar Scientific 
Inc.) afgezogen. Het zuuronoplosbaar materiaal, dat op de filter achterbleef, werd 
driemaal gewassen met 5 ml 0,2 N PCA en tweemaal met 100% alcohol. 
Gedroogde glasvezelfilters werden overgebracht in telflesjes, bevattende 0,5 ml 
Hyamine 10-X en 10 ml telvloeistof ( 1 deel Liquifluor op 24 delen tolueen). Na 
10 min verhitten in een waterbad van 550C werd goed gemengd, vervolgens 
gekoeld tot 0oC en de radioactiviteit gemeten in een Packard vloeistof scintillatie-
spectrometer. 
Tenzij anders vermeld, werden de experimenten in dit hoofdstuk steeds 
verricht met gedialyseerde SN 100 van cellen, die 16 uur a.l. verzameld waren. 
3. Resultaten 
a. Extractie van DNA-polymerase en vorming van product, afhankelijk van 
incubatietijd en extractconcentratie 
Experimenten ter bepaling van de DNA-polymerase-activiteit in homogenaten 
van Chlorella-cellen leidden niet tot bevredigende resultaten. Ondanks hoge 
homogenaatconcentraties werd zeer weinig enzymactiviteit gemeten. Fig.9 en 
fig. 10 laten echter zien, dat na centrifugeren en dialyseren extracten werden 
verkregen, die aanzienlijk meer 3 H-dATP in zuuronoplosbaar materiaal konden 
incorporeren: 
In tegenstelling tot gedialyseerde homogenaten van cellen, verzameld op zowel 
16 als 22 uur a.l., was met gedialyseerde SN 100 de incorporatiesnelheid van 
3
 H-dATP vrijwel constant tijdens een incubatieperiode van 2 uur (fig.9). Aan-
vankelijk was de enzymactiviteit van het homogenaat gelijk aan die van de 
supematant-fractie, maar na Vz tot 1 uur nam de inbouw van 3 H-dATP gekata-
lyseerd door de homogenaten sterk af. 
Dialyse bleek eveneens zeer wenselijk. Bij hoge concentraties van ongedia-
lyseerde SN 100, afkomstig zowel van 16 als van 22 uur a.l.-cellen, leidde extra 
enzymextract in de incubatiemengsels niet meer tot een verhoging van de 
enzymactiviteit (fig. 10). Bij gedialyseerde extracten werd daarentegen een vrijwel 
lineair verband aangetoond tussen enzymactiviteit en extractconcentratie. 
De oorzaak van het stoppen van de 3 H-dATP-incorporatie tijdens de incubatie 
met homogenaten (fig.9) werd onderzocht door preïiicubatie-experimenten uit te 
voeren, zowel in aan- als afwezigheid van desoxyribonucleoside-trifosfaten en/of 
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Fig 9. 
DNA-polymerase-activiteit m gedialyseerde homogenaten en SN 100 als functie van de 
incubatietijd 
Fig A homogenaat en supematantfractie, afkomstig van cellen, die 16 uur a 1 verzameld zijn 
Fig.B homogenaat en supematantfractie, afkomstig van cellen, die 22 uur a 1 verzameld zijn. 
Ieder incubatiemengsel bevatte enzympreparaat afkomstig van 10 ml van een synchrone 
celcultuur, waarin voor de sponilatie 1,6· 10' cellen per ml gemeten werden 
DNA polymerase activity in dialysed homogenates and SN 100 as a function of the incubation 
time 
Fig A homogenate and supernatant fraction from cells collected 16 hours a I 
Fig В homogenate and supernatant fraction from cells collected 22 hours a I. 
Each incubation mixture contained enzyme preparation from 10 ml of a synchronous cell 
culture with 1.6· 10' cells per ml, measured before the sporulation 
DNA (tabel IV). Na 1 uur preihcubatie met een compleet incubatiemengsel werd 
evenals in fig.9 vrijwel geen product meer gevormd. Na preïncubatie zonder 
desoxynbonucleoside-trifosfaten en zonder DNA, werd echter een inbouw in 
zuuronoplosbaar materiaal gemeten, die bijna even hoog was als in incubatie-
mengsels, die niet gepreïncubeerd waren. De afname van 3 H-dATP-incorporatie, 
nadat Vi tot 1 uur mei homogenaat was geincubeerd (fig.9), kon dus niet verklaard 
worden door enzyminactivering. Ook het 'pnmer'-DNA werd tijdens de pre-
ïncubatie met geïnactiveerd, daar preïncubatie met DNA (maar zonder des-
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DNA-poIymerase-activiteit als functie van de proteïne-concentratie m gedialyseerde en onge-
dialyseerde SN 100, afkomstig van cellen, verzameld 16 uur (fig A) en 22 uur (fig В) a I In 
afwijking van de standaardprocedure werden Chlorella-cellen gewassen en gehomogeniseerd in 
50 mM Tris-buffer pH 7,0 + S mM mercaptoethanol + 1 mM EDTA De supernatantfracties 
werden met verdunde KOH op pH 8,5 gebracht Een deel van de supernatantfractie werd 16 uur 
gedialyseerd tegen 50 mM Tns-buffer pH 8,5 + 5 mM mercaptoethanol + 1 mM EDTA De 
mcubaties werden onder standaardcondities uitgevoerd. 
DNA polymerase activity as a function of the protein concentration in dialysed and 
non-dialysed SN 100 from cells collected 16 hours (fig A) and 22 hours (fig B) a 1 Contrary to 
the standard procedure the Chlorella cells were washed and homogenized m 50 mM Tris buffer 
pH 7 0 + 5 mM mercaptoethanol + 1 mM EDTA The supernatant fractions were adjusted to pH 
8 5 with diluted KOH Aliquots of the supernatant fractions were dialysed for 16 hours against 
50 mM Tris buffer pH 8 5 + 5 mM mercaptoethanol + 1 mM EDTA The incubations were 
performed under standard conditions. 
oxynbonucleoside-trifosfaten) slechts een geringe vermindering van de 3H-dATP-
inbouw veroorzaakte. Daar dit expenment werd uitgevoerd met een homogenaat 
van cellen uit het 20 uur a.l.-stadium en het homogenaat dus een geringe 
DNase-activiteit bevatte (fig.8), was een sterke afbraak van DNA tijdens de 
preincubatie te verwachten. Waren echter de desoxyribonucleoside-trifosfaten in 
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Tabel IV 
Effect op de incorporatie van 3 H-d ATP in zuuronoplosbaar materiaal na preincubatie van de 
reactiemengsels met homogenaat Alleen de incorporatie tijdens de incubatieperiode is in de 
tabel weergegeven Tijdens de preïncubatie-penode van I uur bij 30CC, bevatten de reactie-
mengsels gedialyseerd homogenaat van cellen, verzameld op 20 uur a 1., en de overige 
bestanddelen van het standaard-incubatiemengsel, uitgezonderd DNA en/of desoxynbo-
nucleoside-tnfosfaten, zoals in deze tabel wordt aangegeven. Vóór de incubatie werden DNA 
en/of desoxynbonucleoside-tnfosfaten toegevoegd, indien ZIJ tijdens de preïncubatie-penode 
werden weggelaten. 
Effect on the incorporation of ' H-dATP in acid-insoluble materials after рге-incubation of the 
reaction mixtures. The incorporation during the incubation period only is presented in this 
table. During the pre-incubation penod of 1 hour at 30oC the reaction mixtures contained' 
dialysed homogenate of cells collected 20 hours a.l and the other components of the standard 
incubation mixture except DNA and/or deoxynbonucleoside triphosphates as indicated in this 
table. DNA and/or deoxynbonucleoside triphosphates were added before the incubation, if 
they had been omitted during the pre-incubation period. 
pre-incubation mixture 
complete but no pre-incubation 
complete 
deoxynbonucleoside triphosphates and DNA omitted 
deoxynbonucleoside triphosphates omitted 
DNA omitted 
complete; extra addition of 200 mpmoles 
deoxynbonucleoside triphosphates after pre­incubation 
m/imoles dATP 
incorporated 
during the incubation 
0.180 
0.006 
0.171 
0.156 
0.015 
0.140 
het preïncubatiemengsel aanwezig, dan was de incorporatie van 3 H-dATP tijdens 
de incubatie sterk gereduceerd. Wel kon een hoge DNA-polymerase-activiteit 
tijdens de incubatieperiode worden gemeten, wanneer na de preïncubatie van het 
complete reactiemengsel extra desoxyribonucleoside-trifosfaten werden toege-
voegd. Deze resultaten wijzen op een afbraak van het substraat (desoxyribo-
nucleoside-trifosfaten) door het homogenaat, zodat na een korte incubatieperiode 
de inbouw van 3 H-dATP in zuuronoplosbaar materiaal ophoudt. 
DNA-polymerase-activiteiten zijn ook gemeten in aanwezigheid van 1 % Triton 
X-100. In SN 100 had dit detergens geen invloed, maar in homogenaten leidde dit 
tot een sterke daling van de DNA-polymerase-activiteit. Omdat in dit experiment 
wederom gebruik werd gemaakt van homogenaten met een lage DNase-activiteit, 
kon afbraak van de 'pnmer' geen ooizaak zijn. Waarschijnlijker is, dat Triton 
X-100 enzymen activeert, die desoxyribonucleoside-trifosfaten afbreken. 
Bij zeer korte incubatietijden was de enzymactiviteit van homogenaten en 
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supernatantfracties gelijk (fig.9). Het was daarom niet verwonderlijk, dat in de 
precipitaatfracties geen DNA-polymerase-activiteit kon worden aangetoond. Door 
behandeling van precipitaten met Triton X-100 zou eventueel aanwezige enzym-
activiteit uit celpartikels vrijkomen. Bij deze behandeling zouden weliswaar 
bepalingen van de enzymactiviteit gestoord, maar niet geheel onmogelijk worden. 
Dergelijke expenmenten wezen er echter op, dat de reële DNA-polymerase-
activiteit in deze fracties geen belangrijk deel van de totale enzymactiviteit in 
homogenaten vormde. 
Door dialyseren kon een remstof uit de SN 100 worden verwijderd (fig. 10). 
Deze stof bleek stabiel te zijn bij verhitting, daar een ongedialyseerd extract, dat 5 
min op 100oC gebracht was, de DNA-polymerase-activiteit in een gedialyseerd 
extract sterk kon remmen. De aard van deze remstof is niet bekend. Mogelijk is 
het pyrofosfaat, omdat deze ionen reeds in een concentratie van 3 mM remmen, 
zoals later zal worden aangetoond (fig. 16). 
Ό 
«0.2 
2 
о 
α 
о 
υ 
с 
α. 
h-
2 0.1 
(Л 
Φ 
о 
E 
л. 
-
^^^' » 
к ^ ^ ^ 
к 
' / 
/ 
Я 
ε •' 
I 
» 
04 0 8 12 
deoxyribonucleoside triphosphates 
1.6 m M 
Fig. π 
Invloed van de concentratie van desoxynbonucleoside-tnfosfaten op de DNA-polymerase-
activiteit. dGTP, dCTP, dATP en dTTP werden in gelijke concentraties aan het incubatie-
mengsel toegevoegd. 
Influence of the concentration of deoxyribonucleoside triphosphates on the DNA polymerase 
activity dGTP, dCTP, dATP and dTTP were added in equal concentrations. 
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b. De incorporatie van 3H-d'ATP in afhankelijkheid van de concentratie van 
desoxyribonucleoside-trifosfaten in het incubatiemengsel 
Voor het meten van de DNA-polymerase-activiteit werden steeds vier desoxy-
ribonucleoside-trifosfaten (dATP, dCTP, dGTP en dTTP) in gelijke concentraties 
aan het incubatiemengsel toegevoegd. Uit fig. 11 blijkt, dat een concentratie van 
0,8 mM van een mengsel der desoxyribonucleoside-trifosfaten voldoende was om 
de incorporatie van 3H-dATP vrijwel met maximale snelheid te laten verlopen. 
Daarom werd deze substraatconcentratie uitgekozen voor de standaardmethode. 
с Invloed van de concentratie en de secundaire structuur van DNA op de 
DNA -polymerase-activiteit 
Een zeer opvallend verschil tussen enige intensief onderzochte bacteriële 
DNA-polymerasen en die uit veel dierlijke organismen is de specificiteit voor het 
'primer'-DNA (Keir, 1965 ; Richardson, Schildkraut, Aposhian en Kornberg, 1964; 
Okazaki en Romberg, 1964). De DNA-polymerase-activiteit in Chlorella-extracten 
werd daarom bepaald bij verschillende concentraties natief en door verhitting 
gedenatureerd DNA (fig. 12). 
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Invloed van de concentratie van natief DNA (о— 
DNA (χ χ) op de DNA-polymerase-activiteit 
Influence of the concentration of native DNA (o-
(x x) on the DNA polymerase activity. 
-o) en van door verhitting gedenatureerd 
-о) and of heat denatured DNA 
Fig 13. 
Effect van buffer en pH op de DNA-polymerase-activiteit. 
χ χ SO mM kahumfosfaatbuffer, о о 50 mM Tns-HCI-buffer 
Effects of buffer and pH on the DNA polymerase activity 
χ χ 50 mM potassium phosphate buffer, o- о 50 mM Tris-HCI buffer 
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Voor het enzym uit Chlorella-cellen was gedenatureerd zalmsperma-DNA een 
goede 'primer*. De enzymactiviteit was vrijwel onafhankelijk van de DNA-
concentratie, wanneer het incubatiemengsel meer dan 25 Mg DNA bevatte. Tot 
100 μg DNA werd nog een even hoge activiteit gemeten. Bij lagere hoeveelheden 
dan 25 Mg DNA werd minder dATP geïncorporeerd, terwijl bij incubaties zonder 
toevoeging van DNA nog slechts 15% van de maximale inbouw werd geconsta-
teerd. Met natief DNA (zelfs in hoge concentraties) werd dezelfde enzymactiviteit 
gemeten als in incubatiemengsels zonder zalmsperma-DNA. De 'selfpriming'-
activiteit (gemeten in incubatiemengsels zonder toevoeging van zalmsperma-DNA) 
van ongezuiverde extracten zou verklaard kunnen worden, doordat deze enzym-
extracten Chlorella-DNA bevatten. Later zal worden aangetoond, dat gezuiverde 
enzymextracten, die vrij zijn van nucleïnezuren, geen 'selfpriming'-activiteit 
bezitten (fig.21) en dat ook met natief DNA vrijwel geen activiteit wordt 
gevonden (fig.22). 
d. De invloed van buffers, pHen enige kationen op de DNA-polymerase-activiteit 
Er is getracht om een incubatiemengsel samen te stellen, waarbij de 
DNA-polymerase-activiteit onder optimale omstandigheden gemeten kan worden. 
Mogelijk kunnen verschillende factoren elkaar beïnvloeden: b.v. het concentratie-
optimum voor magnesiumionen kan afhankelijk zijn van pH of DNA-concentratie. 
De hier beschreven experimenten zijn daarom zodanig uitgevoerd, dat één 
variabele factor werd ingevoerd, terwijl de overige incubatie-omstandigheden 
identiek bleven aan de standaardprocedure. 
Zoals uit fig. 13 blijkt, werd de hoogste DNA-polymerase-activiteit gemeten 
met een Tris-buffer bij een pH rond 8,5. In zwak zuur en neutraal milieu werd 
(met fosfaatbuffer) een zeer lage DNA-polymerase-activiteit gemeten. Ter vergelij-
king: DNA-polymerasen uit andere organismen hebben een optimale activiteit in 
neutraal of zwak basisch milieu (Keir, 1965). 
Voor alle tot nu toe onderzochte DNA-polymerasen is de aanwezigheid van 
divalente kationen onontbeerlijk (Keir, 1965). Wat deze eigenschap betreft neemt 
DNA-polymerase in Chlorella geen uitzonderingspositie in. De invloed van enige 
van deze ionen op de enzymactiviteit is weergegeven in fig. 14. Zonder toevoeging 
van divalente kationen aan het incubatiemengsel werd vrijwel geen activiteit 
gemeten. De hoogste enzymactiviteit werd bereikt bij 10 mM magnesiumchloride, 
terwijl voor mangaanionen het optimum bij 1 mM lag. Met mangaanionen kon 
slechts een activiteit van 40% t.o.v. de maximale waarde met magnesiumionen 
gemeten worden. Calciumionen waren steeds volledig ineffectief. In experimenten 
met DNA-polymerase in regenererende rattelever konden de magnesiumionen 
vrijwel volledig vervangen worden door een combinatie van mangaan- en calcium-
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ionen (Mantsavinos, 1964). Dit was niet mogelijk bij Chlorella-DNA-polymerase. 
Een mengsel van calcium- en mangaanionen leidde bij verscheidene combinaties 
van concentraties steeds tot een lagere activiteit dan bij mangaanionen alleen. 
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Effect van de concentratie van enige divalente kationen op de DNA-polymerase-activiteit. 
Effect of the concentration of some divalent cations on the DNA polymerase activity. 
Fig.15. 
Effect van de concentratie van enige monovalente kationen op de DNA-polymerase-activiteit. 
Effect of the concentration of some monovalent cations on the DNA polymerase activity. 
Daar voor veel DNA-polymerasen beschreven werd, dat monovalente kationen 
een remmend of stimulerend effect op de enzymactiviteit kunnen hebben, werd 
het zinvol geacht de invloed van deze ionen ook op DNA-polymerase in 
Chlorella-extracten te onderzoeken. In fig.15 zijn de resultaten weergegeven van 
het effect van verschillende concentraties KCl, NH4CI en NaCl op de incorporatie 
van
 3H-dATP in zuuronoplosbaar materiaal. Kalium- en ammoniumionen acti­
veerden bij 100 mM optimaal en verhoogden de activiteit met 100%, terwijl 
natriumionen vrijwel niet activeerden. Bij concentraties boven 200 mM werd 
steeds een verlaging van de enzymactiviteit gevonden. 
e. Remstoffen voor DNA-polymerase 
Fig. 16 laat zien, dat 3 mM natriumpyrofosfaat de DNA-polymerase-activiteit 
tot 50% doet dalen. De enzymactiviteit zal in onze experimenten niet sterk 
geremd worden door het pyrofosfaat dat als product van de reactie ontstaat, 
omdat het incubatiemengsel slechts 0,8 mM desoxyribonucleoside-trifosfaten 
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bevat en dus nooit meer dan 0,8 τηΜ pyrofosfaat gevormd kan worden. 
Wel zal een remming van de enzymactiviteit kunnen ontstaan door hoge 
pyrofosfaatconcentraties in de enzymextracten. Omdat geconcentreerde emzym-
extracten dialyseerbare en bij 100oC stabiele stoffen bevatten, die de DNA-
polymerase-activiteit sterk remmen, werd pyrofosfaat als mogelijke remstof 
verondersteld (hoofdstuk IV, 3.a). 
Ю 15 20 
pyrophosphate (mM ) 
Fig. 16. 
Remming van DNA-polymerase door natriumpyrofosfaat. 
Inhibition of DNA polymerase by sodium pyrophosphate. 
Vele DNA-polymerasen zijn gevoelig voor oxydatie en zware metaalionen 
(Keir, 1965). De thiolgroepen in het enzym kunnen beschermd worden door 
mercaptoëthanol en EDTA aan de enzymoplossingen toe te voegen. Uit de 
experimenten in tabel V blijkt, dat ook DNA-polymerase in Chlorella-extract 
hiervoor gevoelig is. Door toevoegen van-mercaptoëthanol en EDTA aan het 
enzymextract werd een verhoging van de enzymactiviteit gemeten. In incubatie-
mengsels zonder mercaptoëthanol en EDTA werd de enzymactiviteit sterk 
gereduceerd door 0,1 mM pCMB en 0,1 mM ZnClj. Deze remming kon door resp. 
mercaptoëthanol en EDTA geheel worden voorkomen. Mercaptoëthanol en EDTA 
werden daarom steeds toegevoegd tijdens de homogenisatie. Beide waren ook 
aanwezig tijdens de extractie-procedures en incubaties. 
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Tabel V 
Bescherming van de DNA-polymerase-activiteit door mercaptoëthanol en EDTA. Gelijke 
monsters van Chlorella-cellen werden gehomogeniseerd in SO mM natriumfosfaatbuffer pH 7,0 
(expt.A), оГ in 50 mM natriumfosfaatbuffer pH 7,0 + 5 mM mercaptoëthanol + 1 mM EDTA 
(expt.B). De SN 100 werden gedialyseerd tegen 50 mM Tris-buffer pH 8,5 (expt.A), of tegen 50 
mM Tris-buffer pH 8,5 + 5 mM mercaptoëthanol + 1 mM EDTA (expt.B). De DNA-poly-
meiase-activiteit werd bepaald onder standaardcondities, maar zonder mercaptoëthanol en 
EDTA. Deze bestanddelen werden alleen toegevoegd indien vermeld in de tabel. 
Protection of DNA polymerase activity by mercaptoëthanol and EDTA. Equal samples of 
Chlorella cells were homogenized in 50 mM sodium phosphate buffer pH 7.0 (expt.A) or in 50 
mM phosphate buffer pH 7.0 + 5 mM mercaptoëthanol + 1 mM EDTA (expt.B). The SN 100 
was dialysed against 50 mM Tris buffer pH 8.5 (expt.A) or against 50 mM Tris buffer pH 8.5 + 
5 mM mercaptoëthanol + 1 mM EDTA (expt.B). The DNA polymerase activity was assayed 
with standard conditions, but without mercaptoëthanol and EDTA. These components only 
were added as indicated in the table. 
additions to incubation mixture 
Expt.A: 
Expt.B: 
none 
10 mM mercaptoëthanol 
+ 0.4 mM EDTA 
10 mM mercaptoëthanol 
O.lmMpCMB 
10 mM mercaptoëthanol 
+ 0.1 тМрСМВ 
0.4 mM EDTA 
O.lmMZnClj 
0.4 mM EDTA 
+ 0.1 mM ZnCl, 
10 mM mercaptoëthanol 
+ 0.4 mM EDTA 
тдтоіев dATP 
incorporated 
0.068 
0.133 
0.119 
0.011 
0.117 
0.097 
0.008 
0.092 
0.172 
relative 
activity 
J 00 
196 
175 
16 
172 
143 
12 
135 
290 
4. Discussie 
In tegenstelling tot DNase-activiteit, die zich bevindt aan membranen of in 
celpartikels, wordt de activiteit van DNA-polymerase hoofdzakelijk gemeten in de 
supernatantfracties. Door centrifugeren gedurende 1 uur bij 100.000 g kan 
DNA-polymerase niet alleen gescheiden worden van DNase, maar ook van 
enzymen, die de desoxyribonucleoside-trifosfaten afbreken. Door verwijdering 
van laagmoleculaire en bij 100oC stabiele stoffen (mogelijk pyrofosfaat) uit de SN 
100 hebben wij, zonder gebruik te maken van bewerkelijke methoden, de 
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beschikking gekregen over enzymextracten, waarin kwantitatieve bepalingen van 
de DNA-polymerase-activiteit mogelijk zijn. Bepaling van de enzymactiviteit 
tijdens de celcyclus lijkt daarom verantwoord, temeer, omdat een lineair verband 
bestaat tussen de incorporatie van 3 H-dATP en de concentratie van extracten van 
cellen uit twee verschillende fasen in de ontwikkeling van Chlorella. 
Wat betreft de behoefte aan divalente Rationen lijkt DNA-polymerase uit 
Chlorella veel op de enzymen die uit dierlijke en bacteriële organismen geïsoleerd 
zijn. Magnesiumionen activeren b.v. veel meer dan calciumionen (Shepherd en 
Keir, 1966; Mantsavinos, 1964; Zimmerman, 1966). Het activerend effect van 
kaliumionen op het enzym uit Chlorella is eveneens beschreven bij verschillende 
organismen zoals b.v. kalfsthymus (Keir, 1963), Landschütz tumorcellen 
(Shepherd en Keir, 1966) en E.coli (Klenow en Henningsen, 1969). 
Voor het vergelijken van de ionenconcentraties die nodig zijn voor het meten 
van optimale activiteit van DNA-polymerase uit verschillende organismen, zou 
rekening moeten worden gehouden met de overige omstandigheden in het 
incubatiemengsel. Klenow en Henningsen (1969) constateerden, dat de activering 
van DNA-polymerase uit E.coli door monovalente kationen sterk afhankelijk is 
van de aanwezige buffer. 
Gedenatureerd DNA is voor het Chlorella-enzym een meer geschikte 'primer' 
dan natief DNA. Een diepgaander onderzoek over de specificiteit voor de 'primer' 
zal met gezuiverd enzymextract vorden uitgevoerd (hoofdstuk V). Eveneens zal 
worden aangetoond, dat door preincubatie van natief DNA met pancreas DNase I 
de bruikbaarheid van dit DNA als 'primer' sterk verhoogd wordt. 'Selfpriming' 
(gemeten zonder toevoegen van zalmsperma-DNA aan het incubatiemengsel), die 
aangetoond werd bij incubaties met ongezuiverd enzymextract zou veroorzaakt 
kunnen worden door Chlorella-DNA. Wanneer dit niet-gedenatureerde DNA in de 
extracten geschikt is als 'primer', zou dit verklaard kunnen worden: 
a. doordat dit DNA enkelstreng-stukken bezit; 
b. doordat het ongezuiverde enzymextract enige DNA-polymerase bezit, die 
natief DNA als 'primer' kan gebruiken; 
с doordat het ongezuiverde extract een geringe hoeveelheid DNase bevat, die 
natief DNA tot een goede 'primer' kan omvormen. 
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HOOFDSTUK V 
ZUIVERING VAN DNA-POLYMERASE 
EN ENIGE EIGENSCHAPPEN VAN HET GEZUIVERDE ENZYMPREPARAAT 
1. Inleiding 
Door het centrifugeren van een Chlorella-homogenaat en vervolgens dialyseren 
van de supernatantfractie is reeds een extract voorhanden dat een lage DNase-
activiteit bezit en weinig remstoffen bevat, zodat meting van DNA-polymerase-
activiteit mogelijk is. Voor het bestuderen van eigenschappen van het enzym, 
vooral wat betreft het reactiemechanisme en specificiteit voor de 'primer', moet 
beschikt kunnen worden over een enzymextract, dat bovendien vrij is van 
nucleinezuren. 
Evenals bij dierlijk materiaal (Keir, 1965) en in mindere mate bij bacteriën 
(Richardson e.a., 1964; Okazaki en Kornberg, 1964) stuit men bij de isolering van 
DNA-polymerase uit Chlorella op twee problemen, die een verregaande zuivering 
bemoeilijken: er is slechts weinig enzymactiviteit per cel, zodat veel materiaal 
voor de zuiveringsprocedure verzameld moet worden; bovendien is het enzym vrij 
labiel, zodat alleen milde zuiveringsprocedures kunnen worden toegepast. 
Uit de resultaten zal blijken, dat met kolomchromatografie toch een enzym-
extract kan worden verkregen, waaruit de nucleinezuren zijn verwijderd en waarin 
de specifieke activiteit sterk is verhoogd. 
Bij de reactie die door DNA-polymerase gekatalyseerd wordt, heeft DNA 
meestal zowel een 'primer'- als matrijsfunctie (Bollum, 1963). Krakow en 
medewerkers (1962) en Yoneda en Bollum (1965) ontdekten echter DNA-
polymerasen, waarbij de matrijsfunctie van het DNA niet gerealiseerd wordt. De 
desoxyribonucleotiden worden dan terminaal aan de 'primer' gepolymeriseerd, 
onafhankelijk van de basensamenstelling van het DNA. Ook wat betreft deze 
eigenschap zal het DNA-polymerase-preparaat aan een onderzoek onderworpen 
worden. 
Uitgezonderd enige bacteriële enzymen, die onder bepaalde omstandigheden 
spontaan desoxyribonucleotiden kunnen polymeriseren (Schachman e.a., 1960; 
Zimmerman, 1966) hebben alle onderzochte DNA-polymerasen steeds een 
'primer' nodig voor de incorporatie van desoxyribonucleotiden in zuuronoplos-
baar materiaal. DNA-polymerasen, die uit verschillende organismen geïsoleerd 
zijn, blijken echter ongelijke eisen te stellen aan de 'primer' (Bollum, 1963). 
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Natief DNA is voor sommige een zeer goede, voor andere een matige tot zeer 
slechte 'primer'. Denaturatie door een alkalische behandeling, door verhitting of 
door preïncubatie met pancreas-DNase I kan de 'primer'-activiteit van DNA voor 
vele DNA-polymerasen sterk verhogen. Met ons gezuiverde enzymextract, dat vrij 
is van nuclt&rezuren, zal onderzocht worden aan welke eisen voldaan moet 
worden om een geschikte 'primer' te zijn voor DNA;polymerase in Chlorella. 
DNA-polymerasen in E.coli (Lehman e.a., 1958) en Landschütz tumorcellen 
(Shepherd en Keir, 1966) worden gestabiliseerd door DNA. De invloed van 
nuclernezuren op de stabiliteit zal onderzocht worden. 
2. Resultaten 
a. Zuivering van het enzymextract 
20 tot 30 gram Chlorella-cellen werden verzameld en gehomogeniseerd volgens 
de methode beschreven in hoofdstuk II en gedurende 1 uur bij 100.000 g 
gecentrifugeerd. De supernatantfractie werd gebruikt voor een verdere zuivering. 
Fasescheiding met een mengsel van polyethyleenglycol en dextraan (Okazaki en 
Romberg, 1964; Albertson, 1960) was een zeer geschikte methode om DNA uit 
de SN 100 te verwijderen. De volgende zuiveringsstap, waarbij het enzymextract 
vrijgemaakt werd van polyethyleenglycol en dextraan door ammoniumsulfaat-
precipitatie of kolomehromatografie over Sephadex G-100, had tot gevolg dat veel 
enzymactiviteit verloren ging. Precipitatie van DNA door toevoegen van prota-
minesulfaat of streptomycinesulfaat aan de SN 100 was evenmin een bruikbare 
methode, omdat hierdoor sterke inactivering van DNA-polymerase optrad. Ook 
het toepassen van kolomchromatografle over cellulosefosfaat of hydroxy-apatiet 
leidde tot volledige inactivering van het enzym. Betere resultaten werden ver-
kregen door chromatografie over Sephadex G-200 en DEAE-cellulose, gevolgd 
door ammo niumsulfaatprecipitatie en dialyse. 
De afzonderlijke stappen van een representatieve zuiveringsprocedure, welke 
voor DNA-polymerase werden toegepast en de resultaten, die hierbij werden 
verkregen zijn in tabel VI weergegeven. Homogenaten werden gedurende 1 uur bij 
100.000 g gecentrifugeerd. De supernatantfractie bevatte 23% van de proteïnen in 
het homogenaat. Zoals in fig.9 en 10 werd aangetoond, konden in homogenaten 
en ongedialyseerde SN 100 geen betrouwbare enzymactiviteiten gemeten worden. 
Een klein monster van de SN 100 werd daarom gedialyseerd en vervolgens werd 
de DNA-polymerase-activiteit ook in dit extract bepaald. Deze activiteit was 
aanzienlijk hoger. 
De volgende stap bestond uit een fractionering van het enzymextract met 
behulp van een Sephadex G-200-kolom (fig. 17). Bij deze chromatografie bevond 
42 
zich alle DNA-polymerase-activiteit in de fracties, die onvertraagd van de kolom 
geëlueerd werden. DNA-polymerase heeft in deze extracten dus een zeer hoog 
molecuulgewicht. De minder hoogmoleculaire stoffen werden op deze wijze van 
DNA-polymerase gescheiden. Uit extinctiemetingen bij 260 en 280 ταμ kon 
afgeleid worden, dat de fracties met DNA-polymerase-activiteit nog veel nuclefne-
zuren bevatten. 
Tabel VI 
Samenvatting van een representatieve zuivering van DNA-polymerase uit 22 g Chlorella-cellen, 
verzameld van 24 I cultuur op 16 uur a.l. 
Summary of a representative purification of DNA polymerase from 22 g of Chlorella cells 
collected from 24 1 culture 16 hours a.l. 
Fraction 
I bomogenate 
II SN 100 
ΠΙ Sephfldex G-200 
IV DEAE-cellulose 
V (NH4) 2 S04 
and dialysis 
Volume 
in ml 
50 
37 
100 
40 
4.8 
Extinction 
260 ιημ 
40.2 
3.74 
0.198 
1.05 
280 ιημ 
26.3 
2.57 
0.240 
1.58 
Total 
Protein 
in mg 
1750 
403 
113 
9.20 
8.16 
Total 
m/umoles dATP 
incorporated 
27.2 
40.3 
(160.2)» 
117 
53.6 
41.3 
m/Jmoles dATP 
incorporated 
/mg protein 
0.016 
0.10 
(0.40)a 
1.04 
5.83 
5.06 
a. values for dialysed fraction. 
De vier fracties met de hoogste enzymactiviteit werden vervolgens op een 
DEAE-cellulose-kolom gebracht (fig. 18). DEAE-cellulose werd voorbehandeld 
met 0,5 N HCl en 0,5 N NaOH en vervolgens gewassen en gesuspendeerd in 50 
mM natriumfosfaatbuffer pH 7,0 + 5 mM mercaptoëthanol + 1 mM EDTA. De 
suspensie werd in een kolom gebracht van 35 χ 2 cm. Na het opbrengen van het 
monster werd geëlueerd bij 40C met 50 ml 50 mM natriumfosfaatbuffer pH 7,0 + 
5 mM mercaptoëthanol + 1 mM EDTA en vervolgens met 500 ml van dezelfde 
buffer, die een lineaire gradiënt van 0 tot 0,75 M KCl bevatte. 
DEAE-cellulose bond vrijwel alle DNA-polymerase-activiteit en UV-absor-
berende stoffen. Door toepassing van een zoutgradiënt konden, wat UV-absor-
berende stoffen betreft, twee pieken in het eluaat onderscheiden worden. Bij 0,2 
M KCl werd een piek geëlueerd, die een hogere extinctie bezat bij 280 ιημ dan bij 
260 ιημ, terwijl de tweede piek, die bij 0,7 M KCl geëlueerd werd, een hogere 
extinctie had bij 260 ιημ. Deze metingen duidden erop, dat de pieken resp. 
voornamelijk eiwitten en nucleüiezuren bevatten. DNA-polymerase-activiteit werd 
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Fig 17 
Chromatografie over een Sephadex G-200 kolom (45 χ 5 cm) van een SN 100 De elutie werd 
bij 40C uitgevoerd met 50 mM natnumfosfaatbuffer pH 7,0 + 5 mM mercaptoëthanol + 1 тМ 
EDTA en fracties van 25 ml werden verzameld De extinctie per cm werd gemeten bij 260 ιημ 
(χ χ) en 280 ιημ (χ χ) De DNA-poIymerase-activiteit werd bepaald onder standaard-
condities (o o) 
Chromatography on a Sephadex G-200 column (45 χ 5 cm) of a SN 100 The elution was 
earned out at 40C with 50 mM sodium phosphate buffer pH 7 0 + 5 mM mercaptoëthanol + 1 
mM EDTA and fractions of 25 ml were collected The extinction was measured per cm at 260 
ιημ (χ- χ) and 280 ιημ (χ χ) The DNA polymerase activity was assayed under 
standard conditions (o o) 
gevonden in fracties, die geelueerd werden bij een nog lagere KCl-concentratie dan 
waarbij het grootste deel der proteïnen geelueerd werd Deze zuivenngsstap leidde 
dus tot sterke verhoging van de DNA-polymerase-activiteit per mg proteme, 
terwijl de nucleinezuren-contanunatie zeer klem was geworden. Door precipitatie 
van DNA-polymerase in een 70%-verzadigde ammoniumsulfaatoplossing kon het 
enzym geconcentreerd worden zonder veel activiteitsverhes Ammomumsulfaat 
werd verwijderd door dialyse tegen 50 mM natnumfosfaatbuffer pH 7,0 + 5 mM 
mercaptoëthanol + 1 mM EDTA Het enzymextract werd bewaard in een 10% 
glycerol-oplossing bij -20oC, waarbij de enzymactiviteit behouden bleef. 
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Fig 18. 
Chromatografie over een DEAE-cellulose-kolom van een DNA-polymerase-preparaat (fraction 
III, tabel VI). 
o o DNA-polymerase-activiteit, gemeten onder standaardcondities. 
χ χ extinctie per cm bij 260 πιμ. 
χ χ extinctie per cm bij 280 тд. 
KCl-concentratie. 
Chromatography on a DEAE cellulose column of a preparation of DNA polymerase (fraction 
IH, tabel VI). 
о о DNA polymerase activity measured under standard conditions. 
χ χ extinction per cm at 260 τημ. 
χ χ extinction per cm at 280 тд. 
KCl concentration. 
b. De behoefte aan desoxyribonucleoside-trifosfaten 
Indien gedenatureerd DNA als matrijs fungeert voor DNA-polymerase, zullen 
voor de reactie de vier desoxyribonucleotiden dATP, dGTP, dCTP en dl IF nodig 
zijn. In tabel VII is aangegeven, wat het effect is, indien één of meer des-
oxyribonucleotiden werden weggelaten. Zowel in incubatiemengsels met SN 100 
als met gezuiverde enzymextracten werd een duidelijk lagere activiteit gemeten, 
naarmate meer desoxyribonucleoside-trifosfaten ontbraken. Het effect was echter 
veel extremer bij incubaties met gezuiverd enzymextract. In kalfsthymusextracten 
konden Yoneda en Bollum (1965) met behulp van Sephadex G-100 het zgn. 
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'terminal' DNA-polymerase scheiden van het 'replicative'. Het 'terminal' DNA-
polymerase had een kleiner molecuulgewicht en bouwde meer dATP in, wanneer 
het reactiemengsel niet de vier desoxyribonucleoside-trifosfaten, maar alleen 
dATP bevatte. Met gebruikmaking van deze methode om activiteit te bepalen 
waren wij niet in staat in de eluaten van kolomchromatografie tijdens de zuivering 
een 'terminal' DNA-polymerase aan te tonen, die te scheiden was van het 
'replicative' enzym. Ook door chromatografie over Sephadex G-100 of door 
centrifugeren in suikergradiënten van gezuiverde preparaten was het niet mogelijk 
een 'terminal' enzym te isoleren. 
Tabel VII 
Effect van desoxyribonucleoside-trifosfaten op de DNA-polymerase-activiteit in een gedia-
lyseerde SN 100 (fraction II; tabel VI) en in een gezuiverd enzymextract (fraction V; tabel VI). 
50 mpmol van ieder desoxyribonudeoside-trifosfaat werd aan het reactiemengsel toegevoegd. 
Effect of deoxyribonucleoside triphosphates on the DNA polymerase activity in a dialysed 
SN 100 (fraction II; tabel VI) and in a purified enzyme extract (fraction V; tabel VI). 50 
ñamóles of each deoxyribonucleoside triphosphate were added to the reaction mixture. 
deoxyribonucleoside 
triphosphates 
present in 
incubation mixture 
dATP+dCl P+dGTP+dTTP 
dATP+dCTP+dlTP 
dATP+dGTP+dllP 
dATP+dCTP+dGTP 
dATP+dTTP 
dATP+dGTP 
dATP+dCTP 
dATP 
non-purified 
enzyme extract 
(fraction II) 
dATP 
incorporated 
n^moles 
0.295 
0.207 
0.184 
0.172 
0.129 
0.138 
0.152 
0.097 
% 
100 
70.2 
61.6 
58.1 
43.5 
46.8 
51.6 
32.8 
purified 
enzyme extract 
(fraction V) 
dATP 
incorporated 
тдтоіез 
0.302 
0.038 
0.051 
0.059 
0.021 
0.023 
0.029 
0.015 
% 
100 
12.6 
16.8 
19.5 
6.8 
7.6 
9.7 
5.0 
с. Het effect van natief en gedenatureerd DNA op de stabiliteit en activiteit van 
DNA -po lymerase 
Bij 40C kon de SN 100 tenminste gedurende 3 dagen bewaard blijven, zonder 
dat een inactivering van betekenis optrad. Bevriezen en ontdooien van het extract 
leidden tot een 10-20% inactivering. In gezuiverde extracten werd de enzym­
activiteit in 3 dagen bij 40C voor meer dan 50% gereduceerd. Bij bevriezen en 
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ontdooien ging de activiteit zelfs geheel verloren. Door toevoegen van 10% 
glycerol kon de inactivering bij bevriezen en ontdooien voorkomen worden. 
DNA-polymerase was in deze oplossing tenminste gedurende 1 maand bij -20°С 
stabiel. 
In fig. 19 en 20 zijn de resultaten weergegeven van preïncubatie der enzym-
extracten onder verschillende omstandigheden bij 450C. Een SN 100 was veel 
ongevoeliger voor verhitting dan eenzelfde extract, dat 1 M KCl bevatte (fig. 19). 
Een gezuiverd extract was bij 45CC labiel, maar zowel natief DNA als gede-
natureerd DNA oefenden in zeer hoge mate een beschermende werking uit. 
Daarentegen was een mengsel van RNA en enzymextract slechts in geringe mate 
stabieler dan het enzymextract zonder toevoegingen (fig.20). 
Bij vergelijking van de niet-gepreïncubeerde mengsels valt op dat RNA de 
activiteit van DNA-polymerase niet remt, maar dat met natief DNA deze wel 
aanzienlijk verminderd wordt. Later zal in tabel VIII de remming door natief 
DNA verder worden geanalyseerd. 
Bij een onderzoek naar de enzyminactivering tijdens preïncubaties bij verschil-
lende temperaturen werd gevonden dat zowel in ongezuiverde als in mengsels van 
gezuiverde extracten met DNA de activiteit van DNA-polymerase boven 50oC 
binnen enkele minuten zeer laag werd. Bij 30°С daalde de enzymactiviteit, zelfs in 
gezuiverde extracten zonder DNA, niet meer dan 20% in 30 min. 
Vervolgens werden de activiteit en stabiliteit van DNA-polymerase in gezuiverd 
enzymextract als functie van de hoeveelheid gedenatureerd DNA in het incubatie-
mengsel aan een onderzoek onderworpen (fig.21). Enzymextract in 50 mM 
Tris-buffer pH 8,5 + 5 mM mercaptoëthanol + 1 mM EDTA werd gemengd met 
hoeveelheden gedenatureerd DNA, variërend van 0 tot 50 μg. Aan één serie 
mengsels werden de overige bestanddelen van het incubatiemengsel toegevoegd en 
daarna gedurende 1 uur bij 30oC geïncubeerd. Bij deze temperatuur was zowel het 
vrije enzym als het DNA-enzymcomplex redelijk stabiel, zodat de incorporatie van 
dATP voornamelijk bepaald werd door de hoeveelheid 'primer' in het incubatie-
mengsel en slechts in geringe mate beïnvloed werd door enzyminactivering. 
Een andere serie mengsels van enzymextract en DNA werd eerst 10 min bij 
450C gepremcubeerd. Daarna werd de hoeveelheid DNA op 100 jig gebracht en 
werden de overige bestanddelen van het standaardmengsel toegevoegd. Na een 
incubatie van 1 uur bij 30oC werd de dATP-incorporatie gemeten. Bij deze serie 
mengsels werd de incorporatie van dATP bepaald door de hoeveelheid actief 
enzym, dat na de preïncubatie bij 450C nog over was. Omdat het vrije enzym bij 
450C vrijwel geheel geïnactiveerd werd en het DNA-enzymcomplex redelijk stabiel 
was, kon de invloed van de hoeveelheid DNA op de stabiliteit van het enzym op 
deze wijze bepaald worden. 
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Fig 19 Fig 20 
10 20 30 mm 
preincubation at 45 *C 
10 20 30 40 50 60 mm 
preincubation at 45 *C 
Fig 19 
Inactivenng tijdens preïncubatie bij 4S°C van DNA-polymerase in een SN 100, die gedialyseerd 
was tegen 50 mM natnumfosfaatbuffer pH 7,0 + 5 mM mercaptoethano! + 1 mM EDTA 
χ χ preïncubatie van enzymextract in buffer 
о o preïncubatie van enzymextract in buffer, waarin 1 M KCl 
Na de preïncubatie werden de ovenge bestanddelen van het standaardincubatiemengsel 
toegevoegd Vervolgens werden de mengsels 1 uur bij 30°С geïncubeerd 
Inactivation during pre-incubation at 45°C of DNA polymerase in a SN 100 dialysed against 
50 mM sodium phosphate buffer pH 7 0 + 5 mM mercaptoethano] + I mM EDTA 
χ χ pre-mcubation of enzyme extract in buffer 
о о pre-mcubation of enzyme extract in buffer containing 1 M KCl 
After the pre-incubation the other components of the standard incubation mixture were added 
The mixtures were thereafter incubated for 1 hour at 30 oC 
Fig 20 
Inactivenng tijdens preïncubatie bij 450C van DNA-polymerase in een gezuiverd enzymextract 
(fraction V, tabel VI) 
ISO μΙ preincubatïe-mengsel bevatte enzympreparaat, 35 μπιοί Tns-buffer pH 8,5, 3,5 дто і 
mercaptoëthanol, 0,7 д т о і EDTA (о o), verder een extra toevoeging van 50 Mg 
gedenatureerd DNA (o o), of SOjig natief DNA (x x), of 50 Mg rRNA (x x) 
Na de preïncubatie werden aan alle mengsels 50 Mg gedenatureerd DNA en de overige 
bestanddelen van standaardincubatiemengsels toegevoegd Vervolgens werden de mengsels 1 uur 
bij 30oC geïncubeerd 100% DNA-polymerase-activiteit komt overeen met een incorporatie van 
0,375 тмто і dATP per uur 
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Inactivation dunng pre-incubation at 4S0C of DNA polymerase in a purified extract (fraction 
V, tabel VI) 
ISO μΙ pre-incubation mixture contained enzyme preparation, 35 jimoles Tns buffer pH 8 5, 
3 5 Mmoles mercaptoethanol, 0 7 ¿imoles EDTA (o o), further an extra addition of 50 jig 
denatured DNA (о о) or 50 μ% native DNA (χ χ) or 50 μg rRNA (χ χ) After 
the pre-incubation 50 Mg denatured DNA and the other components of standard mixtures were 
added The mixtures were thereafter incubated for I hour at 30°C 100% DNA polymerase 
ac
f
mty is equal to an incorporation of 0 375 nvimoles dATP per hour 
Tabel VIII 
Effect van natief DNA op de DNA-polymerase-activiteit bij verschillende concentraties van 
gezuiverd enzymextract (fraction V, tabel VI) en van gedenatureerd DNA 
Effect of native DNA on the DNA polymerase activity at vanous concentrations of purified 
enzyme extract (fraction V, tabel VI) and of denatured DNA 
components in incubation r.uxture 
50 μg denatured DNA 
+ 10 μΐ enzyme extract 
50 μΒ denatured DNA 
+ 5 μg native DNA 
+ 10 μΐ enzyme extract 
5 μg denatured DNA 
+ 10 μΐ enzyme extract 
5 ßg denatured DNA 
+ 5 μg native DNA 
+ 10 μΐ enzyme extract 
50 μg denatured DNA 
+ 100 μΐ enzyme extract 
50 ßg denatured DNA 
+ 5 μζ native DNA 
+ 100 μΐ enzyme extract 
5 μg denatured DNA 
+ 100 μΐ enzyme extract 
5 μg denatured DNA 
+ 5 μg native DNA 
+ 100 μΐ enzyme extract 
nyimoles dATP 
incorporated 
0 121 
0 068 
0.118 
0 045 
1 155 
0 968 
0 450 
0 399 
inhibition 
% 
44 
62 
16 
11 
4 49 
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Fig.21. 
Effect van de hoeveelheid gedenatureerd DNA in het incubatiemengsel op de activiteit en 
stabiliteit van DNA-polymerase in een gezuiverd enzymextfact (fraction V; tabel VI). 
χ χ zonder premcubatie; о o na preîncubatie bij 45eC. Verdere uitleg in de tekst. 
Effect of the amount of denatured DNA in the incubation mixture on the activity and stability 
of DNA polymerase in a purified enzyme extract (fraction V; tabel VI) in SO mM Tris buffer 
pH 8.5 + 5 mM mercaptoethanol + 1 mM EDTA. 
χ χ DNA polymerase activity in the presence of various concentrations of denatured 
DNA. о о DNA polymerase activity after pre-incubation at 450C for 10 min in the 
presence of various concentrations of denatured DNA. The mixtures were incubated at 30°C 
for 1 hour after addition of denatured DNA to a final amount of 100 ^g per assay and after 
addition of the other components of standard mixture. 
Wanneer de curven vergeleken worden, valt op, dat de helft van de maximale 
incorporatiesnelheid bereikt werd bij een DNA-concentratie, die voor beide 
curven in dezelfde orde van grootte lag. Dit suggereert een relatie tussen de 
activiteit en stabiliteit van het enzym. Alleen enzymmoleculen, die aan DNA 
gebonden zijn, zouden dATP kunnen incorporeren en zouden tevens gestabiliseerd 
kunnen worden. Dat het enzym en DNA inderdaad een complex kunnen vormen, 
zal worden aangetoond met behulp van suikergradiënten (fig.31 ). 
In tabel VIII is weergegeven, dat met 5 en 50 μ% gedenatureerd DNA een 
vrijwel gelijke enzymactiviteit werd gevonden, wanneer een lage concentratie van 
gezuiverd enzymextract gebruikt werd. Bij een tienmaal hogere extractconcen-
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tratie werd met 5 μg DNA aanzienlijk minder dATP geïncorporeerd dan in 
incubatiemengsels met 50 ßg DNA. Bij 5 ßg, DNA was dus DNA de limiterende 
factor voor de reactie. De lage enzymactiviteit werd niet veroorzaakt door een 
afbraak van DNA, omdat ook bij lage DNA-concentraties de productvorming 
enige uren lineair bleef (fig.24). 
Natief zalmsperma-DNA was niet alleen ongeschikt als 'primer' voor Chlorella-
DNA-polymerase (fig.22), bovendien was het voor de reactie met gedenatureerd 
DNA als 'primer' een remstof. Zoals uit tabel VIII blijkt, is de remming 
afhankelijk van de concentratie van gedenatureerd DNA en enzymextract. Met 
weinig enzymextract was de remming het sterkste, indien het incubatiemengsel 
ook weinig gedenatureerd DNA bevatte. Incubatiemengsels die een hoge enzym-
extract-concentratie bevatten, werden minder sterk geremd dan die met weinig 
extract. De resultaten doen vermoeden, dat er interacties bestaan tussen natief 
DNA en het enzym, hoewel natief DNA geen 'primer'-activiteit bezit. In fig.31 zal 
worden aangetoond dat natief DNA met het enzym een complex kan vormen. 
d. Invloed van pancreas-DNase I op de 'primer'-activiteit van DNA 
Uit proeven met ongezuiverd DNA-polymerase was reeds gebleken, dat natief 
DNA een zeer slechte 'primer' was (fig. 12). Natief DNA werd behandeld met 
pancreas-DNase I, waama het enzym geïnactiveerd werd bij 650C (DNA blijft in 
de dubbelstreng-stractuur) of bij 100oC (DNA denatureert en gaat over in de 
enkelstreng-structuur). Natief DNA werd na een lichte behandeling met DNase I 
bijna een even goede 'primer' als gedenatureerd DNA (fig.22). Na een meer 
intensieve afbraak van het DNA werd de inbouw van dATP in zuuronoplosbaar 
materiaal weer verlaagd. 
Wanneer DNA gedeeltelijk door DNase gehydrolyseerd en vervolgens bij 100oC 
gedenatureerd werd, was het een minder goede 'primer' dan onbehandeld, 
gedenatureerd DNA. Een mengsel van door verhitting gedenatureerd DNA en door 
DNase I intensief gehydrolyseerd DNA leidde echter tot een hogere DNA-
polymerase-activiteit dan die in incubatiemengsels, die alleen gedenatureerd DNA 
bevatten. 
In fig.23 wordt dit activerend effect door oligonucleotiden, die verkregen 
werden door intensieve afbraak van DNA door incubatie met DNase I, verder 
geanalyseerd. 50 ßg oligonucleotiden waren vrijwel voldoende om maximale 
activering (± 40% t.o.v. de standaardprocedure) te bereiken. Wanneer voor 
metingen van de DNA-polymerase-activiteit gedenatureerd DNA werd vervangen 
door natief DNA, waren de oligonucleotiden niet in staat natief DNA tot een 
effectieve 'primer' te activeren. 
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'Pnmer'-activiteit van DNA als functie van het percentage zuuroplosbaar materiaal, gevormd 
door hydrolyse van DNA met pancreas-desoxyribonuclease I DNA werd 10 mm geincubeerd 
met verschillende concentraties desoxyribonuclease en vervolgens 10 min verhit bij 650C of 
100°С In de standaardincubatiemengsels met gezuiverd DNA-polymerase-extract (fraction V, 
tabel VI) werd gedenatureerd DNA vervangen door 50 Mg DNA, dat met desoxyribonuclease 
was geincubeerd en bij 100oC was verhit (χ χ), of door 50 μg DNA, dat met 
desoxyribonuclease was geincubeerd en bij 65CC was verhit (о o) Andere incubatie-
mengsels bevatten naast 50 μ% gedenatureerd DNA 50 /ig DNA, dat met desoxyribonuclease 
geincubeerd en bij 100oC verhit was (x x) 
Primer activity of DNA as a function of the percentage acid-soluble material formed by 
hydrolysing DNA with pancreatic deoxyribonuclease I DNA was incubated for 10 mm with 
various concentrations of deoxyribonuclease, thereupon heated for 10 mm at 650C or 100oC 
In the standard incubation mixtures with purified DNA polymerase extract (fraction V, tabel 
VI) denatured DNA was replaced by 50 μg DNA, incubated with deoxyribonuclease and heated 
at 100oC (x x), or by 50 Mg DNA incubated with deoxyribonuclease and heated at 65°C 
(o o) Other incubation mixtures contained 50 μg denatured DNA together with 50 Mg 
DNA, incubated with deoxyribonuclease and heated at 100 oC(x x) 
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Effect van ohgonucleotiden op de DNA-polymerase-activiteit m gezuiverde enzymextracten 10 
tot 100 Mg zuuroplosbare ohgonucleotiden, verkregen door intensieve afbraak van DNA door 
pancreas-DNase I, werden toegevoegd aan standaard-incubatiemengsels (x x), of aan 
incubatiemengsels, waarin gedenatureerd DNA vervangen was door 50 μ.% natief DNA 
(o o) 
Effects of oligonucleotides on the DNA polymerase activity in purified enzyme extracts. 10 to 
100 μ.% acid-soluble oligonucleotides prepared by intensive degradation of DNA by pancreatic 
deoxynbonuclease I were added to standard incubation mixtures (x x) or to incubation 
mixtures in which denatured DNA was replaced by 50 /ig native DNA (о о) 
e Het product van de DNA-polymerase-reacUe 
In fig.24 zíjn de resultaten weergegeven van een incubatie gedurende 10 uur 
met 1 Mg DNA Na vier uur incuberen begon de incorporatie van 3 H-d ATP sterk af 
te nemen. Door toevoeging van extra desoxynbonucleoside-tnfosfaten of enzym-
extract aan het mcubatiemengsel, werd de inbouw van 3H-dATP in zuuronoplos-
baar materiaal niet hersteld Alleen met extra gedenatureerd DNA was het 
mogelijk de vorming van product weer op gang te brengen Uitgaande van een 
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Synthese van zuuronoplosbaar product bij langdurige incubaties. Het incubatiemengsel bevatte 
in afwijking van het standaardmengsel slechts 1 \ι% gedenatureerd DNA. Na 0, 3 en 6 uur 
incuberen werd enzymextract toegevoegd, dat onder standaardcondities 0,3 m/mol dATP per 
uur kon inbouwen. Na 8 uur incuberen werd aan de mengsels toegevoegd: a) een gelijke 
hoeveelheid enzymextract; b) enzymextract + 1 μg gedenatureerd DNA;c) 1 Mg gedenatureerd 
DNA; d) 0,2 Mmol desoxyribonucleoside-trifosfaten. 
Synthesis of acid-insoluble product during prolonged incubations. Contrary to the standard 
mixture the incubation mixtures contained 1 \i% only of denatured DNA. After incubation for 
0, 3 and 6 hours enzyme extract (incorporating 0,3 nyinioles dATP per hour under standard 
conditions) was added. After incubation for 8 hours the following additions were made to the 
mixtures: a) the same amount of enzyme extract; b) enzyme extract + 1 Mg of denatured DNA; 
с) 1 Mg of denatured DNA; d) 0.2 мтоіез deoxyribonucleoside triphosphates. 
adeninegehalte van 25% in het product werd berekend, dat de hoeveelheid 
zuuronoplosbaar product 40% bedroeg van het DNA, dat aan het incubatie­
mengsel werd toegevoegd. In experimenten met 10 uur durende incubaties met 
gelabeld DNA als 'primer' werd geconstateerd, dat tenminste 80% van het 
'primer'-DNA na de reactie nog zuuronoplosbaar was. Een totale verdubbeling van 
het DNA kon bij een langdurige incubatie dus niet bereikt worden. 
Het product was zowel door hydrolyse in 0,5 N perchloorzuur (40 min bij 
70 oC) als door incubatie met pancreas-DNase I geheel zuuroplosbaar te maken. 
Homogenaten van Chlorella, die alleen gedenatureerd DNA kunnen hydrolyseren 
(hoofdstuk III), waren niet in staat het product af te breken tot zuuroplosbaar 
materiaal. Deze experimenten wijzen dus op de vorming van dubbelstreng-DNA 
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tijdens incubaties met gezuiverd DNA-polymerase-extract uit Chlorella. 
De snelheid van de dATP-incorporatie was, zoals blijkt uit tabel VIII en fig. 24, 
bij geringe hoeveelheden DNA in het incubatiemengsel onafhankelijk van de 
enzymextractconcentratie. Bij 1 /ig DNA was de incorporatie maximaal 0,125 
ιημπιοί dATP, ofwel ongeveer 0,15 jig DNA per uur, indien een adeninegehalte in 
het product van 25% werd aangenomen. Een beperkt aantal initiatieplaatsen op 
het DNA werd als oorzaak verondersteld voor het bereiken van een maximale 
incorporatiesnelheid. 
3. Discussie 
Een gedeeltelijke zuivering van extracten van Chlorella stelde ons in staat enig 
inzicht te verkrijgen in de reacties die door DNA-polymerase worden gekataly­
seerd. Evenals het 'replicative' enzym in o.a. kalfsthymus (Bollum, 1963), bezit 
DNA-polymerase in gezuiverde Chlorella-extracten optimale activiteit in aanwezig­
heid van gedenatureerd DNA en vier desoxyribonucleoside-trifosfaten. Natief 
DNA is voor DNA-polymerase, zowel geëxtraheerd uit Chlorella-cellen als uit 
kalfsthymus, een slechte 'primer'. Wanneer natief DNA wordt toegevoegd aan 
incubatiemengsels met gedenatureerd DNA, is het voor het Chlorella-enzym 
bovendien een remstof. Dit is echter voor het kalfsthymus-enzym niet het geval 
(Loeb e.a., 1967; Bollum, pers.mededeling). Een verklaring voor het verschil in 
deze eigenschap tussen beide enzymen zou kunnen zijn, dat een complex gevormd 
kan worden tussen natief DNA en het Chlorella-enzym (hoofdstuk VII). Dit 
complex werd echter niet aangetoond in mengsels van DNA-polymerase uit 
kalfsthymus en DNA (Yoneda en Bollum, 1965). 
In een gezuiverd enzympreparaat van Chlorella wordt DNA-polymerase bij 
450C veel stabieler door het toevoegen van natief of gedenatureerd DNA aan het 
extract. Shepherd en Keir (1966) constateerden, dat na enige minuten preïncu-
batie bij 450C van een mengsel van DNA en een enzymextract van Landschütz 
ascites tumorcellen een tijdelijke verhoging van de enzymactiviteit optrad. Deze 
activering ondersteunt de hypothese dat DNA-polymerase van een 'intact form' 
naar een 'altered form' kan overgaan, waarbij het enzym het vermogen verliest om 
natief DNA te repliceren (Keir, 1965). Door incubatie bij 450C zou een 'altered 
form', met een hogere enzymactiviteit en met een voorkeur voor gedenatureerd 
DNA als 'primer', kunnen ontstaan. De inactiveringscurven van preïncubaties bij 
450C, van zowel ongezuiverde als van gezuiverde Chlorella-extracten, wijzen niet 
op een tijdelijke activering, zodat hier voor conformatieveranderingen geen 
indicaties zijn. Omdat alleen gedenatureerd DNA als 'primer' geschikt is voor 
Chlorella-DNA-polymerase, wordt door ons verondersteld, dat het enzym in de 
extracten zich reeds in de 'altered form' bevindt. Tijdens de homogenisatie van de 
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Chlorella-cellen ging mogelijk de 'intact form' van DNA-polymerase al verloren. 
In tegenstelling tot DNA-polymerase in extracten van kalfsthymus (Bellum, 
1963) en Chlorella heeft het enzym in extracten van regenererende rattelever 
(Mantsavinos, 1964; Mantsavinos en Munson, 1966) en zeeëgelembryo's (Mazia en 
Hinegardner, 1963) een voorkeur voor natief DNA. In hoeverre kleine hoeveel-
heden nucleasen deze DNA-polymerasen in staat stellen natief DNA als 'primer' te 
benutten, is moeilijk te bepalen. Uit fig.22 blijkt, dat bij experimenten met het 
Chlorella-enzym de 'priming'-activiteit van natief DNA sterk verhoogd wordt door 
een geringe inwerking van pancreas-DNase I. Dit werd eveneens geconstateerd bij 
een onderzoek met DNA-polymerase uit kalfsthymus (Bollum, 1963). Uit recente 
gegevens van de Komberg-groep (Kornberg, 1969) blijkt, dat de homogene 
enzymmoleculen, die geïsoleerd zijn uit E.coli, waarschijnlijk zowel de poly-
merase- als de nuclease-activiteit bezitten. Hiermede kan verklaard worden, dat 
het enzym natief DNA als 'primer' gebruikt. 
In overeenstemming met de resultaten van o.a. Keir (1962), Furlong (1966) en 
Steuart e.a. (1968), die DNA-polymerasen in resp. Landschütz ascites tumor-
cellen, Walker 256 carcinoma en Ts-bacteriofagen onderzocht hebben, werd de 
activiteit van Chlorella-DNA-polymerase verhoogd, wanneer oligonucleotiden met 
terminale З'ОН-groepen (producten van met pancreas-DNase I geïncubeerd DNA) 
werden toegevoegd aan incubatiemengsels met gedenatureerd DNA. Deze resul-
taten doen vermoeden, dat Chlorella-DNA-polymerase DNA synthetiseert op 
dezelfde wijze als Kornberg (1969) voor E.coli-DNA-polymerase beschreef: de 
desoxyribonucleotiden worden covalent gebonden aan het S'OH-einde van een 
poly- of oligonucleotide ('primer') en de volgorde van de basen in het product 
wordt bepaald door een matrijs van enkelstreng-DNA, die door waterstofbruggen 
met het 'primer'-molecuul verbonden is. Dit model geldt waarschijnlijk voor alle 
dierlijke en bacteriële DNA-polymerasen. Door een gedeeltelijke hydrolyse van 
natief DNA kunnen eveneens regionen in het DNA ontstaan, die aan de 
voorwaarden voldoen om incorporatie van desoxyribonucleotiden mogelijk te 
maken: 3OH-einden en enkelstreng-DNA-ketens, die resp. als beginpunt en 
matrijs voor de polymerisatie van desoxyribonucleotiden kunnen fungeren. 
Omdat gezuiverd DNA-polymerase uit Chlorella alleen met vier desoxyribo-
nucleoside-trifosfaten in staat is zuuronoplosbaar product te vormen (tabel VII), 
lijkt het zeer aannemelijk, dat het 'primer'-DNA tevens een matrijsfunctie bezit. 
Verwacht kan worden, dat tegenover de matrijs een productstreng wordt gesyn-
thetiseerd en dat dubbelstreng-DNA wordt gevormd. Wanneer bij langdurige 
incubaties geen matrijs-DNA meer beschikbaar is, houdt de DNA-synthese op, 
omdat Chlorella-DNA-polymerase alleen enkelstreng-DNA kan copiëren. Bij deze 
incubaties wordt niet meer dan de helft van het zalmsperma-DNA gecopieerd. 
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DNA-polymerase uit T^bacteriofagen kan eveneens alleen gedenatureerd DNA 
copiëren. Experimenten met dit enzym toonden aan dat het percentage gesyn-
thetiseerd product ten opzichte van het matrijs DNA afhankelijk was van het 
organisme, waaruit DNA geïsoleerd was. Het enzym copieerde zalmsperma-DNA 
voor 55%, T7-DNA voor 40% en Bacillus subtilis-DNA voor bijna 100% (Goulian 
e.a., 1968). Het percentage product, dat met zalmsperma-DNA als matrijs 
gesynthetiseerd wordt, is met het enzym uit Chlorella en met dat uit T^bacterio-
fagen ongeveer gelijk. 
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HOOFDSTUK VI 
VERANDERINGEN VAN DE DNA-POLYMERASE-АСП ІТЕІТ 
GEDURENDE DE CELCYCLUS VAN CHLORELLA 
1. Inleiding 
De DNA-synthese in de synchroon groeiende Chlorella-cellen vindt plaats, 
zoals eerder werd vermeld (fig. 1 ), in een bepaalde periode van de celontwikkeling. 
Bij een studie over een eventuele rol van DNA-polymerase in de regulering van 
deze DNA-synthese, zal op de eerste plaats het kwantitatieve aspect moeten 
worden belicht. Bestaat er een relatie tussen de hoogte van de gemeten DNA-
polymerase-activiteit in vitro en de intensiteit van de DNA-synthese in vivo? 
Indien de hoeveelheid enzym de DNA-synthese reguleert, zou alleen tijdens de 
S
m
-fase een hoge DNA-polymerase-activiteit gemeten mogen worden. 
Niet alleen zijn wij geïnteresseerd in de vraag of DNA-synthese het gevolg is 
van de veranderingen in de DNA-polymerase-activiteit, maar ook of de DNA-
synthese noodzakelijk is voor het toenemen van enzymactiviteit tijdens de 
celcyclus. Indien deze toename afhankelijk is van de DNA-synthese, zal bij een 
remming hiervan de toename van de DNA-polymerase-activiteit eveneens ophou-
den. Voor het inhiberen van de DNA-synthese werd gebruik gemaakt van 
hydroxyureum. Deze remstof voorkomt de reductie van ribonucleotiden tot 
desoxyribonucleotiden en heeft geen directe invloed op de RNA- en proteïne-
synthese (Young en Hodas, 1964). 
Uit experimenten van Morris (1967) en Wanka en Krijzer (1969) is gebleken, 
dat de remstof voor de proteïnesynthese — cycloheximide — bij Chlorella-cellen 
tevens een remstof is voor de DNA-synthese. Gesuggereerd wordt, dat proteïne-
synthese noodzakelijk is voor het continueren van de DNA-synthese. De invloed 
op de DNA-polymerase-activiteit door het toevoegen van cycloheximide aan een 
Chlorella-cultuur zal in dit licht onderzocht worden. 
2. Resultaten 
a. DNA-polymerase-activiteit tijdens de celcyclus 
In fig.25 is weergegeven, hoe in een synchrone cultuur het aantal cellen, het 
DNA-gehalte en de DNA-polymerase-activiteit in vitro per ml celsuspensie tijdens 
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een 24 uurs-periode veranderde. Het aantal cellen bleef constant gedurende 20 uur 
a.l. Vervolgens begon de sporulatie. Het DNA-gehalte per ml cultuur nam alleen 
toe in een periode van 10 tot 18 uur a.l. 
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Fig.25. 
Verandering van DNA-polymerase-activiteit, cellenaantal en DNA-gehalte per ml cultuur tijdens 
de celcyclus. De DNA-polymerase-activiteit werd gemeten onder standaardcondities in gedia-
lyseerdeSN 100. 
Changes of DNA polymerase activity, cell number and DNA content per ml culture during the 
cell cycle. The DNA polymerase activity was measured under standard conditions in dialysed 
SN 100. 
Ook de DNA-polymerase-activiteit behield de eerste uren van de lichtperiode 
een constante waarde. Even vóór de synthese van DNA op gang kwam, begon de 
enzymactiviteit geleidelijk te stijgen. Hield evenwel de DNA-synthese na het 18e 
uur a.l. vrijwel op, de DNA-polymerase-activiteit bereikte de hoogste waarde pas 
aan het einde van de ontwikkelingscyclus. Tevens werd de specifieke activiteit van 
het enzym berekend per mg proteïne in de SN 100. De laagste waarde werd 
gemeten juist voor de cellen in de Sm-fase kwamen (fig,26). Na de Sn,-fase steeg 
de specifieke activiteit weer tot het niveau van het begin van de celcyclus. 
De toename van de enzymactiviteit in de extracten van cellen na de Sm-fase 
was een reële stijging, omdat de activiteit in mengsels van extracten van cellen uit 
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het 18 en 24 uur a.l.-stadium gelijk was aan die, welke berekend werd uit de 
activiteiten van beide extracten afzonderlijk. 
De toename van het DNA-gehalte per ml celsuspensie was het grootste tegen 
het einde van de lichtperiode. Tussen 15 en 16 uur a.l. werd een toename van 0,5 
¿tg DNA per ml celsuspensie gemeten. In vitro daarentegen waren extracten van 
deze cellen in staat om 0,02 дтоі dATP per uur per ml suspensie te incorporeren 
(fig.25). Bij een adeninegehalte van 25% in het gevormde DNA komt dit ongeveer 
overeen met 0,03 /ig DNA. De gemeten enzymactiviteit is dus minder dan 10% 
van de activiteit, die het DNA-synthetiserend systeem in vivo moet bezitten. 
time after Ьедттгщ of the light penod 
Fig.26. 
DNA-synthese en specifieke activiteit van DNA-polymerase tijdens de celcyclus. De toename 
van het DNA-gehalte per ml cultuur per uur wordt weergegeven door het histogram De 
specifieke activiteit van DNA-polymerase wordt uitgedrukt als πιμπιοί dATP, geïncorporeerd 
per mg proteine in de SN 100. 
DNA synthesis and specific activity of DNA polymerase during the cell cycle. The increase of 
the DNA content per ml culture per hour is presented by histogram. The specific activity of 
DNA polymerase is expressed per mg of protein in the SN 100. 
b. Invloed van hydroxyureum op de DNA-synthese en de DNA-polymerase-
activiteit 
Hydroxyureum werd aan de celsuspensies toegevoegd op het tijdstip 10 uur 
a.l.: op het moment dat de cellen in de Sm-fase komen. De toename van DNA per 
ml celcultuur werd 8 uur na toedienen van verschillende concentraties hydroxy-
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ureum bepaald (fig.27). Een remming van 60% ten opzichte van de DNA-synthese 
in de onbehandelde cultuur werd bereikt bij een concentratie van 0,5 mM 
hydroxyureum in de voedingsoplossing. Bij een concentratie van 10 mM hydroxy-
ureum werd de DNA-synthese voor meer dan 90% geremd. 
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Fig.27. 
Effect van verschillende concentraties hydroxyureum op de DNA-synthese in synchrone 
СЫогеІІа-culturen. Hydroxyureum werd 10 uur a.l. aan de culturen toegevoegd. De toename 
van het DNA-gehalte in de behandelde en onbehandelde culturen tussen 10 en 18 uur a.l. werd 
gemeten en het percentage remming door hydroxyureum berekend. 
Effects of various concentrations of hydroxyurea on the DNA synthesis in synchronous 
cultures of Chlorella. Hydroxyurea was added to the cultures 10 hours a.l. The increase of the 
DNA content in the treated and control cultures between 10 and 18 hours a.l. was measured 
and the percentage inhibition by hydroxyurea was calculated. 
Fig.28. 
Effect van 10 mM hydroxyureum op de DNA-polymerase-activiteit in extracten van synchrone 
Chlorella-culturen. Hydroxyureum werd 10 uur a.l. toegevoegd. De enzymactiviteit werd in de 
behandelde (o o) en onbehandelde (x x) culturen gemeten, zoals vermeld in fig. 17. 
De concentratie van de cellen was 0,7· 10' per ml cultuur. 
Effect of 10 mM hydroxyurea on the DNA polymerase activity in extracts from synchronous 
cultures of Chlorella. Hydroxyurea was added 10 hours a.l. The enzyme activity was measured 
in the treated (o o) and control (x x) cultures as indicated in fig. 17. The 
concentration of the cells was 0.7ΊΟ* per ml of culture. 
Om de invloed van hydroxyureum op de DNA-polymerase-activiteit te be­
palen, werd deze remstof op tijdstip 10 uur a.l. in een concentratie van 10 mM 
aan de celsuspensie toegevoegd. In fig.28 zijn de enzymactiviteiten in de 
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gedialyseerde SN 100 weergegeven. Hoewel de enzymactiviteit in een onbehandel­
de cultuur sterker steeg, werd de DNA-polymerase-activiteit in een periode van 9 
uur na toevoegen van hydroxyureum toch driemaal zo hoog. Ptijging van 
enzymactiviteit was mogelijk, ondanks afwezigheid van DNA-synthese. 
Opgemerkt moet worden, dat vergelijkbare effecten werden gemeten, wanneer 
hydroxyureum pas op 13 uur a.l. werd toegevoegd. De DNA-synthese, die dan 
reeds was begonnen, hield vrijwel direct op, terwijl de DNA-polymerase-activiteit 
bleef stijgen. 
13 16 19 22 hrs 
time after beginning of the light period 
Fig.29. 
Effect van cycloheximide op de DNA-polymerase-activiteit per ml synchrone Chlorella-cultuur. 
De enzymactiviteit werd gemeten, zoals vermeld in fig. 17. De cultuur bevatte 13 uur a.l. 
0,6MO6 cellen per ml. 
χ χ onbehandelde cultuur. 
o o 30 μΜ cycloheximide werd toegevoegd aan de cultuur op 13 uur a.l. 
Effect of cycloheximide on the DNA polymerase activity per ml of synchronous cultures of 
Chlorella. The enzyme activity was measured as indicated in fig. 17. The culture contained 
0.6· 10' cells per ml 13 hours a.l. 
χ χ control culture. 
о о 30 μΜ cycloheximide added to the culture 13 hours a.l. 
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с. Invloed van cycloheximide op de DNA-synthese en DNA-polymerase-activiteit 
Aan een Chlorella-cultuur werd op tijdstip 13 uur a.l. cycloheximide in een 
concentratie van 30 μΜ toegevoegd. Morris (1967) vond, dat door dit antibioti­
cum de aminozuurincorporatie in Chlorella-cellen voor meer dan 80% werd 
geremd. Het effect op de DNA-polymerase-activiteit wordt afgebeeld in fig.29. 
Tussen 13 en 22 uur a.l. werd in de niet-behandelde cultuur een toename van 
300% van de DNA-polymerase-activiteit gemeten, terwijl in de met cycloheximide 
behandelde cultuur de enzymactiviteit vrijwel constant bleef. Ook de toename van 
de DNA-polymerase-activiteit na de S
m
-fase (tussen 18 en 24 uur a.l.) werd niet 
geconstateerd, wanneer op 18 uur a.l. 30 μΜ cycloheximide werd toegevoegd. 
Morris (1967) constateerde, dat ook de DNA-synthese door cycloheximide 
werd geremd. Wij bevestigden zijn waarneming in een experiment met een 
synchrone cultuur van Chlorella, door het antibioticum op 13 uur a.l. toe te 
dienen. Het DNA-gehalte in de celcultuur werd 9 uur later gemeten. In deze 
periode steeg het DNA-gehalte van 100 tot 114%, terwijl in de onbehandelde 
cultuur een stijging van 100 tot 230% werd gemeten. 
Het effect van cycloheximide op de DNA-polymerase-activiteit in vitro werd 
eveneens onderzocht. In overeenstemming met de resultaten van Bennett е.a. 
( 1964) in weefselkweek van zoogdiercellen, werd de DNA-polymerase-activiteit in 
onze extracten niet beïnvloed, zelfs niet bij een 20 maal hogere cycloheximide-
concentratie, dan voor de in vivo-experimenten werd gebruikt. 
3. Discussie 
Uit experimenten met synchrone Chlorella-culturen blijkt, dat de DNA-
polymerase-activiteit in de extracten het hoogst is op het einde van de cyclus. In 
deze periode synthetiseren de cellen geen DNA meer (fïg.25). De beëindiging van 
de Sm-fase lijkt dus niet veroorzaakt te worden door een te lage DNA-poly-
merase-activiteit in de cel. Hiermede wordt niet uitgesloten, dat de katalytische 
capaciteit van het enzym tijdens de Sm-fase wel een limiterende factor kan zijn 
voor de snelheid van de DNA-synthese. Ook uit experimenten van Littlefield e.a. 
(1963) en Gold en Helleiner (1964) met muizefibroblasten wordt geconcludeerd, 
dat er geen positieve correlatie bestaat tussen de DNA-toename in vivo en de 
enzymactiviteit in vitro. In beide celtypen is de specifieke activiteit van DNA-
polymerase het laagst in extracten van cellen, die in S-fase zijn. Bij een onderzoek 
van Eckstein e.a. ( 1967) met gesynchroniseerde gistcellen werd geconstateerd, dat 
er sterke oscillaties optreden in de DNA-polymerase-activiteit tijdens de groei van 
de celcultuur. De hoogste enzymactiviteit werd gemeten kort vóór de S-fase van 
deze cellen begon, terwijl de activiteit tijdens de S-fase weer daalde. Ook bij dit 
celtype bestaat dus geen duidelijk verband tussen DNA-synthese en DNA-poly-
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merase-activiteit. In regenererende rattelevers zijn de DNA-synthese en de DNA-
-polymerase-activiteit veel hoger dan in normale rattelevers. Tijdens de 
regeneratie oscilleert de snelheid van inbouw van 3H-thymidine sterk, terwijl de 
DNA-polymerase-activiteit constant hoog blijft (Ove e.a., 1969). Geconcludeerd 
wordt, dat de DNA-polymerase-activiteit niet bepalend is voor de snelheid van 
incorporatie van 3 Η-thymidine, die als relatieve maat wordt genomen voor de 
intensiteit van de DNA-synthese. Wel constateren zij oscillaties van de DNïse-
activiteit, die alternerend verlopen met de oscillaties van de 3 H-thymidine-
inbouw. 
Over de DNA-polymerase-activiteit in synchrone Chlorella-culturen moet 
evenwel opgemerkt worden, dat de gemeten enzymactiviteit in de extracten tegen 
het einde van de lichtperiode — wanneer de DNA-synthese het meest intensief is -
meer dan een factor 10 lager is dan op grond van de snelheid van DNA-synthese in 
vivo verwacht kan worden. Een overeenkomstig verschil in activiteit tussen in vivo 
in in vitro DNA-synthese werd gevonden door Eckstein e.a. (1967) en Gold en 
Helleiner (1964). Toch is het niet zo onaannemelijk, dat in vitro minder DNA 
wordt gesynthetiseerd dan in vivo. Onze incubatiemengsels bevatten gedena-
tureerd DNA, waarvan de polynucleotide-strengen tot kluwens ineengestrengeld 
zijn. Het copiëren van een dergelijke matrijs zou daarom mogelijk minder efficiënt 
kunnen verlopen dan de in vivo synthese. 
In vitro is natief (dubbelstreng) DNA een slechte 'primer' voor DNA-poly-
merase uit Chlorella. In de cel heeft DNA echter ook een dubbelhelix structuur. 
De strengen moeten zich tijdens de S-fase ontwinden, waarna beide gecopieerd 
worden. Tijdens homogenisatie en extractie gaat mogelijk een gedeelte van het 
DNA-synthetiserend enzymsysteem verloren, of treden er veranderingen op in 
eigenschappen van DNA-polymerase, waardoor het dubbelstreng-DNA niet meer 
gerepliceerd kan worden. Hierbij wordt gedacht aan een overgang van de 'intact 
form' naar de 'altered form', zoals wordt verondersteld door Keir (1965). 
Zoals reeds werd vermeld bij het DNase-onderzoek, is het niet mogelijk om 
intacte celorganellen te isoleren en te fractioneren uit homogenaten van Chlorel-
la-cellen, omdat milde homogenisatie-technieken niet bruikbaar zijn. Daar DNA 
aanwezig is in de supernatantfractie kan worden aangenomen, dat kernen tijdens 
het homogeniseren zijn stuk gegaan. Niet bekend is daarom of DNA-polymerase in 
vivo zich in de kern of in het cytoplasma bevindt. 
In celtypen, die beter geschikt zijn voor isolatie van celorganellen, zoals b.v. 
rattelever (Keir, Smellie en Siebert, 1962), zeeëgelembryo's (Mazia en Hinegard-
ner, 1963) en kalfsthymus (Wang en Patel, 1965) werd DNA-polymerase ge-
vonden in het cytoplasma en in de kern. Bij de isolatie moesten wel voorzorgen 
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genomen worden, dat het enzym niet uit de kern lekte. Uit het onderzoek van 
kalfsthymus-kemen bleek tevens dat het enzym zich hoofdzakelijk bevindt in de 
oplosbare eiwit-fractie van de kem (Wang en Patel, 1965). In experimenten met 
gesynchroniseerde muizefibroblasten werd gevonden, dat een groter deel van de 
DNA-polymerase-activiteit tijdens de S-fase partikelgebonden wordt. Het beëin-
digen van de DNA-synthese gaat gepaard met een vermindering van het percentage 
partikelgebonden enzymactiviteit (Littlefïeld e.a., 1963; Gold en Helleiner, 1964). 
Het effect van veranderingen in ionenconcentraties en pH binnen de cel tijdens 
de ontwikkelingscyclus op de DNA-polymerase-activiteit in vivo kan uitermate 
belangrijk zijn voor de regulatie van de DNA-synthese. Het milieu, waarin de 
DNA-synthese in vivo plaatsvindt, zou nog aan een diepgaand onderzoek moeten 
worden onderworpen. 
Evenals de toename in de DNase-activiteit, begint de stijging van de DNA-poly-
merase-activiteit per ml celsuspensie pas in de tweede helft van de lichtperiode. 
Een dergelijke periodieke toename in Chlorella-cellen werd ook vermeld door 
Berger (1966) voor glutamaatdehydrogenase en door Wanka, Joppen en Kuyper 
(1969) voor polyglucaanfosforylase. De enzymen thymidylaatkinase en uridine-
kinase vertonen eveneens een analoge stijging (Wanka en Poels, 1969). Na de 
Sm-fase is het activiteitsniveau van deze beide enzymen constant, terwijl de 
DNA-polymerase-activiteit nog blijft stijgen. Waarschijnlijk wordt dus de synthese 
van deze enzymen van het nucleïnezuur-metabolisme toch niet op dezelfde wijze 
gereguleerd. In tegenstelling tot de hierboven vermelde enzymen, waarvan de 
activiteit in de eerste helft van de lichtperiode slechts weinig verandert, beschreef 
Berger (1966) er enige, zoals aldolase en glyceraldehyde-3'-fosfaat-dehydrogenase, 
waarvan de activiteit juist in het begin van de celcyclus sterk toeneemt. 
Daar de DNA-polymerase-activiteit en het DNA-gehalte per ml celcultuur in 
dezelfde periode van de ontwikkeling toenemen, is onderzocht in hoeverre de 
DNA-replicatie van invloed is op de regulatie van de enzymsynthese. Informatie 
hierover kan worden verkregen door de DNA-synthese specifiek te remmen. 
Hydroxyureum blijkt een bruikbare remstof te zijn voor de DNA-synthese in 
Chlorella, en werkzaam in concentraties die ook de DNA-synthese inhiberen van 
in vitro gekweekte niercellen (Adams, Abrams en Lieberman, 1966). Tijdens de 
Sm-fase in Chlorella vinden zowel DNA-synthese als kerndelingen plaats. Beide 
processen worden door hydroxyureum stopgezet, terwijl de stijging van de 
DNA-polymerase-activiteit in deze periode in veel geringere mate beïnvloed wordt. 
De toename van de DNA-polymerase-activiteit is dus niet gekoppeld aan een 
verdubbeling van het genetisch materiaal. Per kern berekend stijgt de DNA-poly-
merase-activiteit in aanwezigheid van hydroxyureum aanzienlijk. 
De DNA-synthese komt ook tot stilstand, wanneer de proteïnesynthese-
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remstof cycloheximide aan de cultuur wordt toegevoegd. Dit suggereert een 
obligate proteïnesynthese tijdens de DNA-synthese. Indien cycloheximide een 
sterke daling van de DNA-polymerase-activiteit zou veroorzaken, kan het op-
houden van de DNA-synthese hiermede verklaard worden. Uit de resultaten blijkt 
echter, dat deze afname niet werd gevonden. Ook Turner e.a. (1968) constateer-
den, dat bij muizefibroblasten de activiteit van DNA-polymerase in extracten van 
de cellen enige uren na behandeling met cycloheximide niet afneemt. Hoge 
concentraties van cycloheximide in de incubatiemengsels met enzymextract van 
Chlorella hebben ook geen invloed op de DNA-polymerase-activiteit. Dit werd 
eveneens gevonden door Bennett e.a. (1964) in experimenten met extracten van 
zoogdiercellen in weefselkweek. Cycloheximide zal waarschijnlijk aangrijpen op 
andere processen die voor de replicatie van DNA in vivo nodig zijn. Bennett e.a. 
(1964) veronderstelden, dat dit antibioticum het proces remt, dat DNA klaar-
maakt om als matrijs te dienen voor de replicatie. Meer experimenten zullen 
echter deze hypothese moeten staven. 
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HOOFDSTUK VII 
HET COMPLEX VAN DNA EN DNA-POLYMERASE 
1. Inleiding 
In vivo moet er tijdens de Sm-fase een complex bestaan tussen DNA en het 
enzym, dat de replicatie van DNA katalyseert* Wanneer het door ons geïsoleerde 
enzym deze functie vervult, zal in deze fase van de celontwikkeling een 
DNA-enzymcomplex bestaan. In dit hoofdstuk zal daarom onderzocht worden: 
1. of na homogeniseren van de cellen het DNA-enzymcomplex aangetoond kan 
worden ; 
2. of het complex ook geëxtraheerd kan worden uit cellen, die niet in DNA-
synthese zijn ; 
3. of er omstandigheden zijn, waarbij het complex dissocieert; 
4. of in het gezuiverde enzymextract, dat vrij is van nucleïnezuren, DNA-
polymerase wederom een complex met nucleïnezuren kan vormen. 
Op grond van het verschil in molecuulgewicht tussen vrije en met DNA 
geassocieerde DNA-polymerase moet het mogelijk zijn, beide met behulp van 
centrifugeren in suikergradiënten te scheiden. 
2. Methoden 
Het centrifugeren van DNA-polymerase-extracten in suikergradiënten werd 
verricht met behulp van een Spinco ultracentrifuge model L2 in een SW 25-3 
rotor. De centrifugebuizen werden gevuld met 15 ml van een lineaire suiker-
gradiënt (4 tot 30%) in 50 mM Tris-buffer pH 8,5 + 5 mM mercaptoëthanol + 1 
mM EDTA. 0,6 ml enzymextract werd op de gradiënt gebracht en vervolgens werd 
17 uur bij 25.000 omwentelingen per min en bij 4°C gecentrifugeerd. Na het 
centrifugeren werden de centrifugebuizen met een holle naald afgetapt en werden 
18 tot 19 fracties (0,80 tot 0,85 ml) verzameld. Tenslotte werd in deze fracties de 
extinctie bij 260 ιημ gemeten en de DNA-polymerase-activiteit onder standaard­
condities bepaald. 
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3. Resultateli 
a. Sedimentatie-analysen van ongezuiverde enzymextracten 
Door centrifugeren in suikergradiënten van gedialyseerde SN 100 werd de 
DNA-polymerase-activiteit over de gradiënt verdeeld zoals is weergegeven in 
fig.30. De DNA-polymerase-activiteit werd gemeten in een groot aantal fracties 
halverwege de gradiënt. Zowel met extracten van cellen tijdens de Sm-fase 
(fig.30A) als daarna (fïg.30B) werd dit verdelingspatroon gevonden. Dit betekent, 
dat DNA-polymerase-activiteit steeds aanwezig is in grote moleculen van ongelijke 
grootte. Werd echter een enzymextract, dat eerst geïncubeerd was met pancreas-
DNase I gecentrifugeerd, dan werd alle DNA-polymerase-activiteit gemeten in een 
scherpe band in het bovenste deel van de gradiënt (fig.30C). Omdat DNA door 
incubatie met deze endonuclease laagmoleculair werd en tevens de sedimentatie-
snelheid van DNA-polymerase sterk afnam, werd een DN A-enzymcomplex ver-
ondersteld in de extracten, die nog niet met DNase behandeld waren. Niet 
onderscheiden kon worden of DNA-polymerase na incubatie met DNase vrij of 
aan oligonucleotiden gebonden was. 
Uit een sterke verlaging van de sedimentatiesnelheid van DNA-polymerase in 
een medium van 1 M KCl werd geconcludeerd, dat het complex onder deze 
omstandigheden kon dissociëren (fig.30D). Deze conclusie werd ondersteund door 
de gemeten verandering van de hittestabiliteit (fig. 19) onder invloed van een hoge 
zoutconcentratie. Wanneer een extract in 1 M KCl gedialyseerd werd tegen 50 mM 
Tris-buffer pH 8,5 + 5 mM mercaptoèthanol + 1 mM EDTA, nam de sedimentatie-
snelheid in de suikergradiënten weer tot de oorspronkelijke waarde toe. 
f- Fig.30. 
Verdehngspatroon van DNA-polymerase na centrifugeren van ongezuiverde enzymextracten 
(fraction II, tabel VI) in een suikergradiënt, χ χ DNA-polymerase-activiteit, o o 
extinctie bij 260 τημ. 
Fig.A Extract, afkomstig van cellen, die 16 uur a.l. verzameld zyn. 
Fig В Extract, afkomstig van cellen, die 22 uur а 1. verzameld zijn. 
Fig.C Als fig B, maar het extract werd voor het centrifugeren 5 min geïncubeerd bij 30oC met 
1 μg pancreas-desoxynbonuclease I en S mM MgCIj. 
Fig.D- Als fig B, maar enzymextract en suikergradient bevatten 1 M KCl 
Distribution pattern of DNA polymerase after centnfugation of 0.6 ml of non-purified enzyme 
extracts (fraction II, tabel VI) in a sucrose gradient (linear, 4-30%) in a Spinco ultra centrifuge, 
rotor SW 25,3 for 17 hours at 25,000 r.p.m at 40C χ χ DNA polymerase activity, 
о о optical density at 260 τημ. 
Fig A Extract from cells collected 16 hours a.l. 
Fig.B Extract from cells collected 22 hours a.l. 
Fig.C: As in fig B, but the extract was incubated before centnfugation with 1 ßg of pancreatic 
deoxynbonuclease I and 5 mM MgCI] at 30°С for 5 mm. 
Fig.D- As m fig B, but enzyme extract and sucrose gradient contained 1 M KCl. 
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Fig.31. 
Effect van DNA op het verdelingspatroon van DNA-polymerase na centrifugeren van gezuiverde 
enzymextracten (fraction V; tabel VI) in een suikergradiënt, χ χ DNA-polymerase-
activiteit; o o extinctie bij 260 πιμ. 
Fig.A: Gezuiverd enzymextract. 
Fig.B: Gezuiverd enzymextract + 500 μ% natici DNA. 
Fig.C: Gezuiverd enzymextract + 500 Mg gedenatureerd DNA. 
Effect of DNA on the distribution pattern of DNA polymerase after centrifugation of purified 
enzyme extracts (fraction V; tabel VI) in sucrose gradients. Conditions see fig.30. χ χ 
DNA polymerase activity; о о optical density at 260 ιημ. 
Fig.A: Purified enzyme extract. 
Fig.B: Purified enzyme extract + 500 Mg native DNA. 
Fig.C: Purified enzyme extract + 500 μ% denatured DNA. 
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b. Sedimentatie-analysen van gezuiverde enzymextracten 
Indien de sedimentatie-analysen in de fig.31A met fig.30C en D vergeleken 
worden, kan geconstateerd worden dat DNA-polymerase een ongeveer gelijke 
sedimentatiesnelheid heeft in gezuiverde enzymextracten en in ongezuiverde 
enzymextracten, die met pancreas-DNase I geïncubeerd zijn of die 1 M KCl 
bevatten. 
Toevoegen van natief (fig.31B) of gedenatureerd (fig.31C) zalmsperma-DNA 
had tot gevolg, dat de sedimentatiesnelheid van het enzym aanzienlijk toenam. 
Fracties, waarin de hoogste extinctie bij 260 ηιμ werd gemeten, bezaten ook de 
hoogste DNA-polymerase-activiteit. Er werd dus een complex met DNA gevormd. 
Uit fig.32A blijkt, dat DNA-polymerase zich ook kon binden aan 18 en 28 S 
componenten van ribosomaal RNA uit kalfslever. Werd echter gedenatureerd 
DNA toegevoegd, nadat het enzym zich aan RNA had kunnen binden, dan kon 
een verandering van de sedimentatiesnelheid worden aangetoond (fig.32B). Dit 
wees erop, dat RNA uit de binding met het enzym door DNA werd verdrongen. 
Een verlaging van de sedimentatie-snelheid kon nog beter zichtbaar gemaakt 
worden, wanneer het RNA-DNA-enzymmengsel met pancreas-DNase I werd 
geïncubeerd. De sedimentatiesnelheid van de ten dele gehydrolyseerde DNA-
moleculen en van DNA-polymerase werden hierdoor sterk verlaagd. De sedimen-
tatiesnelheid van RNA bleef daarentegen onveranderd, wat blijkt uit de extinctie-
metingen bij 260 ηιμ in fig.31C. Het enzym kon beter een complex vormen met 
DNA of zelfs met oligodesoxyribonucleotiden dan met RNA. 
4. Discussie 
DNA-polymerase, gezuiverd uit Chlorella-extracten, kan met DNA een com­
plex vormen. Dergelijke complexen zijn eveneens aangetoond bij E.coli door 
Billen (1963) en Kadoya e.a. (1964). Het vermogen tot associëren met DNA 
wordt echter niet geconstateerd bij DNA-polymerase uit kalfsthymus (Yoneda en 
Bollum, 1965) en uit Shope fibroma (Chang en Hodes, 1968). 
Keir (1965) veronderstelt twee structurele vormen van DNA-polymerase: een 
'intact form', waarbij zowel natief als gedenatureerd DNA geschikt zijn als 
'primer' en een 'altered form', die nog slechts in staat is gedenatureerd DNA te 
copiëren. Bij structurele veranderingen van het enzym zou ook het vermogen tot 
associatie met DNA verloren kunnen gaan. Zoals uit onderstaand schema blijkt, 
bestaat evenwel geen nauwe relatie tussen de eigenschappen van DNA-poly-
merasen wat betreft het vermogen tot het associëren met DNA en het repliceren 
van natief DNA. 
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Fig 32 
Effect van RNA en RNA + DNA op het verdelmgspatroon van DNA-polymerase na centri-
fugeren van gezuiverde enzymextracten (fraction V, tabel VI) in een suikergradient χ χ 
DNA-polymerase-activiteit,o ο extinctie bij 260 ιημ 
Fig A Gezuiverd enzymextract + 500 Mg rRNA 
Fig В Gezuiverd enzymextract + 500 /ig rRNA + 100 Mg gedenatureerd DNA 
Fig С Gezuiverd enzymextract + 500 Mg rRNA + 100 Mg gedenatureerd DNA Dit mengsel 
werd voor het centrifugeren gedurende 30 min bij 30CC met I Mg pancreas-des-
oxynbonuclease I en 5 mM MgCl2 geincubeerd 
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In ongezuiverde Chlorella-extracten is DNA-polymerase met DNA geassocieerd 
tot een complex. Hiermede wordt echter niet bewezen, dat het enzym ook in vivo 
met DNA in een complex aanwezig is. In de experimenten met suikergradiënten 
kan geen onderscheid gemaakt worden tussen een complex, dat DNA-polymerase 
reeds in vivo met DNA vormt en een complex, dat tijdens de homogenisatie zou 
kunnen ontstaan. Bij centrifugeren in suikergradiënten van een mengsel van 
gezuiverd DNA-polymerase-extract en DNA blijkt namelijk, dat het enzym zich 
met DNA kan reassociëren. Een deel van de DNA-polymerase-activiteit zou zich in 
het cytoplasma van de Chlorella-cellen kunnen bevinden, zoals b.v. aangetoond 
werd in regenererende rattelever (Keir, Smellie en Siebert, 1962) en kalfsthymus 
(Smith en Keir, 1963). Het enzym zal dan in vivo niet aan DNA gebonden zijn, 
omdat DNA zich hoofdzakelijk in de kern bevindt, zodat het pas tijdens de 
homogenisatie in de gelegenheid komt met DNA een complex te vormen. 
In vitro vormt DNA-polymerase uit Chlorella-cellen gedurende de gehele 
ontwikkelingscyclus een complex met DNA. Ook bij een onderzoek van Lark en 
Billen ( 1960) met gesynchroniseerde Alcaligenes-culturen werd gevonden, dat een 
complex steeds aanwezig is, terwijl DNA slechts in een bepaalde periode van de 
ontwikkeling gesynthetiseerd wordt. 
*- Effects of RNA and RNA + DNA on the distribution pattern of DNA polymerase after 
centrifugation of punfied enzyme extracts (fraction V, tabel VI) in a sucrose gradient 
Conditions see fig 30 χ χ DNA polymerase activity, о о optical density at 260 πιμ 
Fig A Purified enzyme extract + 500 Mg rRNA. 
Fig В Punfied enzyme extract + 500 μζ rRNA + 100 Mg denatured DNA 
Fig С Punfied enzyme extract + 500 jig rRNA + 100 Mg denatured DNA Before cen-
tnfugation this mixture was mcubated with 1 ßg of pancreatic deoxynbonuclease I and 
5 mM MgClj at 30°C for 30 nun 
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SAMENVATTING EN CONCLUSIES 
Onder invloed van een licht-donker ritme werden Chlorella-cellen in groei en 
deling gesynchroniseerd. Desoxyribonucleïnezuur (DNA) werd alleen in een 
bepaalde periode van de celontwikkeling gesynthetiseerd. Van DNA-polymerase 
en desoxyribonuclease, die mogelijk een taak vervullen bij de DNA-synthese, zijn 
enige eigenschappen en de veranderingen in de activiteit tijdens de celcyclus van 
Chlorella beschreven. 
Experimenten met desoxyribonuclease zijn weergegeven in hoofdstuk III. 
Voor het meten van de enzymactiviteit in homogenaten van Chlorella-cellen werd 
gezocht naar optimale incubatie-omstandigheden. Desoxyribonuclease-activiteit 
bevond zich voornamelijk in of aan snelsedimenterende partikels en kon met 1% 
Triton X-100 worden vrijgemaakt. Door behandeling met dit detergens werd de 
enzymactiviteit in homogenaten sterk verhoogd (III, 3.a). Het enzympreparaat 
had een hoge specificiteit voor het afbreken van gedenatureerd DNA (III, 3.c). 
Optimale enzymactiviteit werd gemeten bij 7,5 mM magnesiumionen of 1 mM 
mangaanionen en bij 50 mM Tris-buffer pH 8,5 (III, 3.d). Analyse van het 
zuuroplosbare product door kolomchromatografie over DEAE-celluIose wees op 
een afbraak van DNA tot hoofdzakelijk mono-, di- en een kleine fractie 
trinucleotiden (III, 3.e). De aanwezigheid van meer typen DNasen in de homo-
genaten was daarom niet onmogelijk. Van een meer diepgaand onderzoek over het 
reactiemechanisme van de afbraak van DNA moest worden afgezien, omdat 
zuivering van de homogenaten leidde tot inactivering van DNase. 
De periode, waarin hoge DNase-activiteit werd gemeten, viel samen met die, 
waarin het DNA-gehalte in de cel sterk toenam. Een sterke daling van de 
DNase-activiteit op het einde van de DNA-synthese-fase werd tenminste ten dele 
veroorzaakt door de vorming van een niet-dialyseerbare, bij 100oC stabiele en 
RNase-resistente remstof (III, 3.f)· De opvallende periodiciteit van de desoxyribo-
nuclease-activiteit draagt bij tot de hypothese, dat desoxyribonuclease een functie 
heeft bij de regulatie van de DNA-synthese. 
In hoofdstuk IV (3.a) zijn de DNA-polymerase-activiteiten vergeleken in 
homogenaten en in supernatantfracties van homogenaten, die gedurende 1 uur bij 
75 
100.000 g gecentrifugeerd waren. In tegenstelling tot de bepalingen van de 
enzymactiviteiten in de supematantfracties werden die in homogenaten gestoord 
door afbraak van desoxyribonucleoside-trifosfaten (substraat voor DNA-
polymerase). In de precipitaatfracties werd geen enzymactiviteit gevonden, ook 
niet na behandeling met Triton X-100. Dialyse van de supematantfracties bleek 
noodzakelijk om een laagmoleculaire, bij 100<>C stabiele remstof te verwijderen. 
De remstof zou pyrofosfaat kunnen zijn. Deze ionen verlaagden reeds bij 3 mM de 
enzymactiviteit met 50% (IV, 3.e). 
In dit hoofdstuk is bovendien beschreven, welke incubatiecondities optimaal 
waren voor het meten van de activiteit van DNA-polymerase in gedialyseerde 
supematantfracties, verkregen door centrifugeren van homogenaten gedurende 1 
uur bij 100.000 g. Met 50 μg gedenatureerd zalmsperma-DNA per incubatie-
mengsel werd een maximale enzymactiviteit in de extracten gemeten. Natief 
zalmsperma-DNA was ongeschikt als 'primer'. Zonder toevoeging van zalm­
sperma-DNA aan het incubatiemengsel werd een enzymactiviteit gemeten, die 
15% bedroeg van de waarde, die gemeten werd onder standaardcondities. 
Chlorella-DNA in het enzympreparaat werd beschouwd als mogelijke oorzaak 
voor deze 'selfpriming'-activiteit (IV, 3.c). Incubatiemengsels met 10 mM magne-
siumionen, 100 mM kaliumionen en 50 mM Tris-buffer pH 8,5 waren het meest 
geschikt voor het meten van optimale enzymactiviteit (IV, 3.d). Mercaptoëthanol 
en EDTA werden steeds toegevoegd ter voorkoming van enzyminactivering (IV, 
3.e). 
Een zuiveringsprocedure voor DNA-polymerase uit Chlorella is in hoofdstuk V 
(2.a) beschreven. Een enzympreparaat, dat vrijwel geen nucleïnezuren meer 
bevatte, werd verkregen door kolomchromatografie over Sephadex G-200 en 
DEAE-cellulose, gevolgd door precipitatie met ammoniumsulfaat. 
Het gezuiverde enzympreparaat bevatte voornamelijk een 'replicative' enzym, 
dat vier desoxyribonucleoside-trifosfaten nodig had (in aanwezigheid van gede-
natureerd DNA) voor het synthetiseren van DNA (V, 2.b). 
Tijdens preïncubatie bij 450C werd DNA-polymerase in het gezuiverde enzym-
preparaat snel geïnactiveerd in tegenstelling tot het enzym in het ongezuiverde 
preparaat, of in het gezuiverde preparaat waaraan DNA was toegevoegd. De 
benodigde hoeveelheid DNA voor maximale stabilisatie bij 45°C kwam ongeveer 
overeen met de hoeveelheid, die nodig was voor het bereiken van de maximale 
enzymactiviteit (V, 2.c). Deze resultaten wijzen erop, dat de stabilisatie — evenals 
de enzymactiviteit — tot stand komt door de vorming van een DNA-enzym-
complex. 
Naast gedenatureerd DNA was ook DNA, dat door pancreas-DNase I gedeel-
telijk gehydrolyseerd was, een goede 'primer'. Met gezuiverde enzympreparaten 
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werd in incubatiemengsels zonder DNA of met natief DNA vrijwel geen DNA-
polymerase-activiteit gemeten (V, 2.d). Natief zalmsperma-DNA was voor DNA-
polymerase in het gezuiverde preparaat zelfs een remstof (V, 2.c). 
De toename van zuur-precipiteerbaar DNA was ook na lange incubatieperioden 
nooit meer dan 50% van de hoeveelheid, die als substraat werd toegediend. 
Wanneer na een lange incubatie extra gedenatureerd DNA werd toegevoegd, werd 
de incorporatie van desoxyribonucleotiden in zuuronoplosbaar materiaal weer 
hervat (V, 2.e). 
Tijdens het verloop van de ontwikkelingscyclus van Chlorella-cellen werd de 
DNA-polymerase-activiteit in gedialyseerde supernatantfracties van homogenaten, 
die 1 uur bij 100.000 g gecentrifugeerd waren, bepaald (VI, 2.a). De enzym-
activiteit per ml celcultuur en ook de specifieke activiteit per mg proteine in de 
supernatantfracties waren het hoogste tegen het einde van de celcyclus. De 
veranderingen van de DNA-polymerase-activiteit in de extracten tijdens de cyclus 
vielen niet samen met de veranderingen in de snelheid van de DNA-synthese in 
vivo. Het beginnen en beëindigen van de DNA-synthese lijken door een andere 
factor bepaald te worden dan door de hoeveelheid DNA-polymerase in de cel. 
In tegenstelling tot de sterke remming van de DNA-synthese in vivo door 
hydroxyureum werd de toename van de DNA-polymerase-activiteit tijdens de 
celontwikkeling door deze remstof slechts in geringe mate beïnvloed (VI, 2.b). 
Het toenemen van deze enzymactiviteit was dus onafhankelijk van de DNA-
synthese. 
Door cycloheximide, een remstof voor de proteïnesynthese, werd tevens de 
DNA-synthese geremd. Het uitblijven van een sterke daling van de DNA-
polymerase-activiteit in extracten van cellen, die enige uren met dit antibioticum 
behandeld waren, wijst erop, dat een te lage DNA-polymerase-activiteit in de cel 
geen oorzaak is voor deze remming van de DNA-synthese. Daarnaast werd ook de 
DNA-polymerase-reactie in vitro niet beïnvloed door cycloheximide bij concen-
traties tot 20 maal hoger dan die gebruikt werden in vivo (VI, 2.c). 
In hoofdstuk VII (3.a) werd met centrifugeren van extracten van Chlorella-
cellen (zowel in als na de DN A-synthese-fase) in suikergradiënten aangetoond, dat 
DNA-polymerase met DNA tot een complex is geassocieerd. Niet bekend is, of dit 
complex ook in vivo aanwezig is of pas tijdens de homogenisatie van de cellen 
wordt gevormd. In experimenten met gezuiverd enzympreparaat werd namelijk 
aangetoond, dat DNA-polymerase ook in vitro met DNA (en RNA) een complex 
kan vormen (VII, 3.b). 
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SUMMARY AND CONCLUSIONS 
Growth and division of Chlorella cells were synchronized by means of a 
light-dark rhythm. Deoxyribonucleic acid (DNA) was synthesized only in a 
distinct phase of the cell development. DNA polymerase and deoxyribonuclease 
may be involved in the DNA synthesis. Some properties of both enzymes and 
their changes in activity during the cell cycle of Chlorella are described. 
Experiments with deoxyribonuclease are reported in chapter III. Optimal 
conditions in the incubation mixtures for measuring the enzyme activity in 
homogenates of Chlorella cells were investigated. DNase activity was present 
mainly in or on quickly sedimenting particles and was released after addition of 
1% Triton X-100. The enzyme activity of homogenates was strongly increased on 
treatment with this detergent (III, 3.a). The enzyme preparation was highly 
specific for the degradation of denatured DNA (III, 3.c). Optimal enzyme activity 
was measured in the presence of 7.5 mM magnesium ions or 1 mM manganese 
ions and in 50 mM Tris buffer at pH 8.5 (III, 3.d). Analysis of the acid-soluble 
products by column chromatography indicated that degradation of DNA resulted 
in mono-, di- and a small amount of trinucleotides (III, 3.e). The presence of 
different DNases in the homogenates was not excluded therefore. A more 
profound study of the reaction mechanism had to be abandoned because 
purification of the homogenates effected inactivation of the DNase. 
The period with high deoxyribonuclease activity coincided with the DNA 
synthetic phase. A strong decrease in the DNase activity towards the end of the 
DNA synthetic phase was caused at least partly by formation of a non-dialysable 
RNase resistent inhibitor, which was stable at 100oC (III, 3.f). The striking 
periodicity of the DNase activity supports the hypothesis that DNase may be 
involved in regulation of DNA synthesis. 
The activities of DNA polymerase in homogenates and supernatant fractions, 
prepared by centrifugation of homogenates for 1 hour at 100,000 g are compared 
in chapter IV (3.a). Contrary to the determinations of the enzyme activities in the 
supernatant fractions those in homogenates were disturbed by degradation of 
deoxyribonucleoside triphosphates (substrate for DNA polymerase). No enzyme 
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activity was found in the precipitate fractions even after treatment with Triton 
X-100. Dialysis of the supernatant fractions was necessary to eliminate a low 
molecular weight, heat stable inhibitor. This inhibitor was assumed to be 
pyrophosphate. 3 mM of these ions reduced the enzyme activity by 50% (IV, 3.e). 
Experiments to define the optimal conditions for measuring the DNA 
polymerase activity in dialysed supernatant fractions, prepared by centrifugation 
of homogenates for 1 hour at 100,000 g, are also described in this chapter. A 
maximal enzyme activity in the extracts was measured with SO Mg denatured 
salmon sperm DNA per incubation mixture. Native salmon sperm DNA was not a 
suitable primer. Without addition of salmon sperm DNA to the incubation 
mixture an enzyme activity was measured that was 15% of the value measured 
under standard conditions. Chlorella DNA in the enzyme preparation might cause 
the self priming activity (IV, 3.c). Incubation mixtures with 10 mM magnesium 
ions, 100 mM potassium ions and 50 mM Tris buffer pH 8.5 proved the most 
suitable for measuring the enzyme activity (IV, 3.d). Mercaptoethanol and EDTA 
were present in the mixtures to prevent enzyme inactivation (IV, 3.e). 
A procedure for purification of DNA polymerase from Chlorella cells is 
described in chapter V (2.a). An enzyme preparation practically free from nucleic 
acids was obtained by chromatography on a column of Sephadex G-200 and 
DEAE cellulose followed by precipitation with ammonium sulphate. 
The purified enzyme preparations contained a replicative enzyme, which needs 
all four deoxyribonucleoside triphosphates (in the presence of heated DNA) for 
the synthesis of DNA (V, 2.b). 
During pre-incubation at 450C DNA polymerase was more labile in the 
purified enzyme preparation than in the non-purified or in mixtures of purified 
preparations with DNA. The amount of DNA required for maximal stabilization 
at 450C corresponded to that necessary to achieve the maximal activity (V, 2.c). 
These results indicate that stabilization Gust as the enzyme activity) is achieved 
by formation of a DNA-enzyme complex. 
DNA polymerase in purified enzyme preparations appears to be primed by 
DNA partly hydrolysed with pancreatic DNase I as effectively as by heat 
denatured DNA. Practically no activity was measured in incubation mixtures 
without addition of DNA or in the presence of native DNA (V, 2.d). Native 
salmon sperm DNA was even an inhibitor for DNA polymerase in the purified 
preparation (V, 2.c). 
Even after long incubation times the increase in acid-insoluble DNA did not 
amount to more than 50% of the amount of substrate administered. After an 
extra addition of DNA the incorporation of deoxyribonucleotides into acid-
insoluble material was resumed (V, 2.e). 
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The DNA polymerase activity in dialysed supernatant fractions (prepared by 
centrifugation of homogenates for 1 hour at 100,000 g) was determined during 
the course of the developmental cycle (VI, 2.a). Both enzyme activity per ml of 
cell culture and specific activity per mg of protein in the supernatant fractions 
were highest towards the end of the cell cycle. Changes in the DNA polymerase 
activity of the extracts during the cell cycle did not coincide with the changes in 
velocity of the DNA synthesis in vivo. The beginning and the end of the DNA 
synthetic phase seem to be defined by some factors other than the amount of 
DNA polymerase in the cell. 
Contrary to the strong inhibition of the DNA synthesis in vivo by hydroxyurea 
the increase in DNA polymerase activity during the cell development was only 
slightly influenced by this inhibitor (VI, 2.b). This indicates that the increase in 
this enzyme activity is independent of the DNA synthesis. 
The DNA synthesis was also inhibited by cycloheximide, an inhibitor of 
protein synthesis. The DNA polymerase activity did not decrease in extracts from 
cells treated with this antibiotic. Thus, too low a DNA polymerase activity does 
not seem to be a cause of the inhibition of the DNA synthesis. The DNA 
polymerase reaction in vitro was not influenced by cycloheximide at concen-
trations 20 times higher than those used in vivo (VI, 2.c). 
Complexes of DNA and DNA polymerase were demonstrated in extracts of 
Chlorella cells (both during and after the DNA synthetic phase) by centrifugation 
in sucrose gradients (VII, 3.a). It is not known whether this complex is present in 
vivo, too, or if it is only formed during the homogenisation of the cells. In 
experiments with a purified enzyme preparation it was shown that a complex of 
enzyme and DNA (and RNA) is formed in vitro (VII, 3.b). 
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STELUNGEN 
I 
Het synchroniseren van celculturen kan een belangrijk hulpmiddel zijn bij het 
onderzoek over de regulatie van discontinu verlopende processen tijdens de 
ontwikkelingscyclus van cellen. 
II 
Muhammed e.a. constateerden dat ongedenatureerd DNA als 'primer' kan fun­
geren voor DNA-polymerase in ruwe extracten van Drosophila-еіекп. Hun 
veronderstelling dat desoxyribonucleasen hierbij geen rol spelen moet nog door 
experimenten bewezen worden. 
Muhammed, Α., Gonçalves, J.M., Trosko, I.E., Develop-
mental Biology IS (1967) 23 
III 
De bezwaren tegen het instellen van een instituut voor landelijke registratie en 
documentatie van anthropogenetische afwijkingen mogen niet onderschat worden. 
Koninklijke Nederlandse Akademie van Wetenschappen, 
Rapport no.2 van de Geneeskundige Raad van Nederland 
IV 
De hoge concentratie dinitrofenol in gist cellen, gevonden in de experimenten van 
Jarett en Hendier, kan verklaard worden door accumulatie ten gevolge van 
pH-verschillen binnen en buiten de cel. 
Jarett, L., Hendler, R.W., Biochemistry 6 (1967) 1693 

ν 
Experimenten, waarbij het verhinderen van de replicatie van Rous sarcoma virus 
door remstoffen van de DNA-synthese werd aangetoond, bewijzen niet dat voor 
de replicatie van dit virus de vorming van viraal DNA noodzakelijk is. 
Тетіл, H.M., Virology 23 (1964) 486 
VI 
Het streven van de vrouw naar een gelijke positie in de maatschappij is ondermijnd 
door haar verlangen naar een ongelijke plaats in de tram. 
VII 
De hypothese van Beermann en Clever dat RNA-synthese een vereiste is voor 
'puff-vorming is nog niet experimenteel weerlegd. 
Berendes, H.D., Chromosoma 24 (1968) 418 
VIII 
Autoradiografische experimenten van Davis en Burnett vormen op zich zelf geen 
bewijs voor hun opvatting dat in de hepato-pancreas van Procambarus blandingii 
acutus 'secretory cells' differentiëren tot 'fibrillar cells'. 
Davis, L.E., Burnett, A.L., Developmental Biology 10 
(1964)122 
IX 
De procedure bij een geboorte-aangifte verloopt menigmaal zonder felicitaties. 
Deze louter administratieve behandeling bestempelt de gelukkige vader en zijn 
nakomeling tot no. 'zoveel', hoewel men het ook zou kunnen uitleggen als een 
strikte neutraliteit ten aanzien van de huidige problematiek rond de gezins-
planning. 
Nijmegen, 22 september 1969 O.Th. Schönherr 



